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An unsere Mitarbeiter! 


Es ist unbedingt notwendig, daf alle zur Hinsendung gelangenden Manu- 
skripte in gut lesbarer, moglichst Maschinen- Schrift, gehalten sind. Nach- 
tridgliche Korrekturen verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemaf 
auf die Preisgestaltung der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht 
den Herren Autoren berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Manu- 
skripte ermdglichen auch der Redaktion eine raschere Priifung als schwer 
leserliche und kinnen infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiologische Ohemie erscheint in 
Banden zu 6 Heften. Preis des Bandes 18.50 Mark. 

Die in dieser Zeitschrift erscheinenden Arbeiten werden, wenn es nicht aus tech- 
nischen Grinden unmdglich ist, in der Reihenfolge, in welcher sie der Redaktion zugehen, 
aufgenommen. — Kurze Notizen oder Bemerkungen zu anderen Arbeiten werden in der 
Regel am Schiu& des Heftes und auBerhalb der Reihenfolge des Eingangsdatums mitgeteilt.— 
Bereits in anderen Zeitschriften veréffentlichte Arbeiten sowie Referate tiber bereits publi- 
zierte Arbeiten werden nicht aufgenommen. 

Das Honorar betrigt fiir den Druckbogen 85 Mark. Von jeder Arbeit im Umfang 
bis zu 1'/, Druckbogen werden dem Verfasser 100 Sonderabdrucke kostenfrei geliefert, von 
umfangreicheren Arbeiten nur 60. 

In bezug auf die Rechtschreibung der Fachausdriicke sind bis auf weiteres die 
Publikationen der Deutschen Chemischen Gesellschaft maSgebend. In zweifelhaften Fallen 
wird der etymologische und internationale Standpunkt vor dem phonetischen bevorzugt. 

Fir die Abkiirzungen und Zitate gelten die von der Vereinigung der medizinischen 
Fachpresse herausgegebenen Richtlinien. Demnach fallen ,,Bd.‘‘ und ,,8.‘* fort. (Zitiert 
wird am besten die angezogene Seite.) Namen, die im Text stehen, kénnen im Zitat 


fehlen, von Vornamen geniigt der Anfangsbuchstabe. 











Uber Aminosauren.’) 
Ill. Wher das Piperonylalanin. 


Von 
Venancio Deulofeu und Jorge Mendive. 


(Instituto de Fisiologia, Facultad de Medicina, Buenos Aires, Argentinien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Mai 1932.) 


Obwohl die sogenannte Piperonylgruppe hiiufig in Stoffen 
pflanzlichen Ursprunges vorkommt, so scheint doch die sie ent- 
haltende Aminosiiure, das Piperonylalanin, kein Naturprodukt zu 
sein; denn bis heute war es nicht méglich, es in der Natur auf- 
zufinden. Da aber Piperonylalanin mit gewissen Alkaloiden im 
Zusammenhang steht und auch mit einigen Aminosiiuren, wie 
Phenylalanin und Tyrosin, verwandt sein kann, haben wir seine 
Synthese durchgefiihrt. Wir haben uns dabei der gewoéhnlichen 
Darstellungsmethoden fiir @-Aminosiiuren bedient und unter den 
verschiedenen die am besten geeignete Methode heraussuchen 
kénnen, da Heliotropin bequem zugiinglich ist. Piperonylaldehyd 
kondensiert sich leicht mit Hippursiure, mit Hydantoin und mit 
Thiohydantoin. Jedes der erhaltenen Kondensationsprodukte fiihrt 
iiber die nachstehenden Reaktionen zu Piperonylalanin, wobei 
zufriedenstellende Ausbeuten erhalten werden. 

1, Erlenmeyer Synthese: Piperonylaldehyd + Hippursiiure —> 
Azlacton —> Piperonyl-benzoyl-N-aminoacrylsiiure —> Benzoyl-N- 
piperonylalanin —> Piperonylalanin. 

2. Kondensation mit Hydantoin: Piperonylaldehyd + Hydantoin 
—> Piperonalhydantoin —> Piperonylhydantoin —> Piperonylalanin. 

Wenn man vom Thiohydantoin ausgeht, so erhilt man zuerst 
ein Piperonal-thiohydantoin, das man durch Monochloressigsiiure 
quantitativ zu Piperonal-hydantoin entschwefeln kann. Dieser Um- 
weg bietet keinerlei Vorteile, da sich Piperonylaldehyd auch ganz 
leicht mit Hydantoin selbst kondensiert. 

Zur ersten Reaktionsfolge muB erwiihnt werden, daB wie bei 
der Darstellung des Furylalanins auch hier fiir die Hydrolyse 
des Benzoyl-N-piperonylalanins Barythydrat erforderlich ist. Denn 


1) I. Mittlg., Diese Z. 204, 214 (1932); II. Mittlg., Ana. Soc. Esp. Fis. 
Quim. 30, 456 (1932). 
Hopye-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXI. ] 
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wenn man nach den klassischen Methoden die Hydrolyse mit 
Salzsiure durchfiihrt, so erhilt man wegen der Unbestindigkeit 
der Methylengruppe gefirbte, schwer zu reinigende Nebenprodukte.') 

3. Piperonylaldehyd laBt sich auch leicht mit Diketopiperazin 
kondensieren, wobei Bis-(piperonal)-diketopiperazin entsteht. Die 
Reduktion dieser Verbindung kann durch Einwirkung von Zink und 
Kssigsiiure*) erfolgen, und man erhilt unter diesen Bedingungen 
ein Bis-(piperony])-diketopiperazin. Bei seiner Hydrolyse mit Baryt- 
hydrat bildet sich das gewiinschte Piperonylalanin. Da die Aus- 
beute jedoch nicht groB ist, ist diese Methode weniger zu empfehlen. 


Beschreibung der Versuche. 


Benzoyl-N-Piperonylalanin. Das erforderliche Azlacton und die 
entsprechende Piperonyl-benzoyl-N-aminoacrylsiiure wurden nach Kropp 
hergestellt*), wobei wir die von diesem Autor erhaltenen Resultate be- 
stitigen konnten. 

15 g Piperonyl-benzoyl-N-aminoacrylsiiure wurden in 150 ccm Wasser 
suspendiert und in mehreren Portionen innerhalb von 45 Minuten 100 ¢ 
3°/,iges Natriumamalgam zugesetzt. Die Siure ging dabei unter Hydrierung 
in Lésung. Nach 1 Stunde wurde das Quecksilber abgetrennt und die Lésung 
filtriert. Dann wurden 30ccem 33°/,ige Natronlauge zugegeben und das Ganze 
$/, Stunden lang gekocht. Nach Ablauf dieser Zeit wurde kein Ammoniak mehr 
frei. Nach dem Erkalten wurde mit 100 cem Wasser verdiinnt, auf 5° abgekiihlt 
und mit verdiinnter Salzsiiure unter energischem Schiitteln kongosauer ge- 
macht. Man li8t nun iiber Nacht im Eisschrank stehen und filtriert die 
abgeschiedene feste Masse ab, wischt mit reichlich Wasser und krystallisiert 
aus Essigsiiure um. Der Niederschlag kann auch aus Wasser umkrystallisiert 
werden, in dem er nur im Verhiltnis von 1 : 200 Teilen léslich ist. In kaltem 
Wasser ist er sehr schwer léslich. Zweimal aus Wasser umkrystallisiert 
schmilzt er bei 181—182°, und dieser Schmelzpunkt bleibt bei weiterer 
Reinigung unverindert. Ausbeute 6 g (40°/,). 

0,0749 g Subst. verbrauchten nach Kjeldahl! 4,9 cem SO,H, n/20. 

C,,H,,;0,N (313) Ber. N 4,47 Gef. N 4,57. 


Piperonylalanin. 1 ¢ Benzoyl-N-piperonylalanin wurde 24 Stunden 
mit einer Lésung von 10 g krystallisiertem Barythydrat in 100 cem Wasser 
gekocht. Nach beendeter Reaktion wurde die Lésung mit heiBem Wasser 
verdiinnt und das Barium mit Schwefelsiure quantitativ -gefallt. Dann 
wurde abfiltriert, aus dem Filtrat mit Ather die Benzoesiiure ausgeschiittelt, 
und das Filtrat im Vakuum bis zur Krystallisation eingeengt. Nach 24 Stunden 
wurde das Piperonylalanin abfiltriert. Ausbeute: 0,7 g Piperonylalanin. 
Zweimal aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert, Tafeln, welche bei 240° 
sintern und bei 262—264° schmelzen. Sie sind in kaltem Wasser und kaltem 
Alkohol schwer, in warmem besser und in Alkali- oder Siurelésungen sehr 
leicht léslich. Sie geben eine starke Ninhydrin-, aber keine Millonsche 


1) Ber. chem. Ges. 42, 1184 (1909). 
?) Sasaki, Ber. chem. Ges. 54, 163 (1921). 

















Uber Aminosiiuren. 


Reaktion. Durch Benzoylierung nach der gewéhnlichen Methode erhielten 
wir das Benzoyl-N-piperonylalanin vom Schmelzp. 181—182° zuriick. 

0,0724 g Subst. verbrauchten nach Kjeldahl 6,66 cem SO,H, n/20. 

C,oH,O,N (209) Ber. N 6,68 Gef. N 6,48. 

Phenylisocyanatverbindung. 0,5 g Piperonylalanin wurde in 4,5 cem 
n/10-Natronlauge gelést und zu der Lésung 0,35 cem Phenylisocyanat unter 
Schiitteln sehr langsam zugefiigt. Nach 10 Minuten wurde mit verdiinnter 
Salzsiiure angesiuert, die entstandenen Krystalle nach einiger Zeit abfiltriert 
und mit Wasser gewaschen. Mehrmals aus wiifrigen Alkohol umkrystalli- 
siert. Nadeln vom Schmelzp. 192—193°. 

0,0794 Subst. verbrauchten nach Kjeldahl 4,7 cem SO,H, n/10. 

C,7H,.0;Ne (328) Ber. N 8,53 Gef. N 8,28. 

Piperonal-2-thiohydantoin. 1 g 2-Thiohydantoin wurde mit 1,5 ¢g 
Piperonylaldehyd und 0,5 g frisch geschmolzenem Natriumacetat gut ge- 
mischt, 5 cem Essigsiiureanhydrid zugesetzt und das Ganze auf 105—110° 
erhitzt. Nach 10 Minuten zeigte sich ein reichlicher Niederschlag von 
orangegelben Krystallen. Nach 30 Minuten wurde erkalten lassen, Wasser 
zugefiigt und abfiltriert. Die Krystalle wurden mit viel heiBem Wasser ge- 
waschen, dann getrocknet und aus Essigsiure umkrystallisiert. Orangegelbe 
Nadeln, die bei 288—290° unter Zersetzung schmolzen. Ausbeute 1,6 g (76°/,). 

0,0596 g Subst. brauchen nach Kjeldahl 5 cem SO,H, n/10. 

C,,H,0,N,8 (248) Ber. N 11,29 Gef. N 11,74. 

Sie sind unldslich in Wasser, léslich in heiBer Essigsiiure und heiBem 
Alkohol, wenig in kaltem. In Schwefelsiiure geben sie eine starke rote 
Halochromie. 

Piperonalhydantoin. 0,5 g Piperonal-2-thiohydantoin wurden mit 
einer Lésung von 3 g Monochloressigsiiure in 6 cem Wasser 11/, Stunden 
lang gekocht; durch Zusatz von Wasser scheiden sich gelbe Krystalle aus, 
die aus Essigsiure umkrystallisiert bei 244—245° schmolzen und im Gemisch 
mit Piperonalthiohydantoin nach Wheeler und Hoffmann keine Schmelz- 
punktsdepression zeigten. Ausbeute: fast quantitativ. Der griBte Teil des 
bei diesen Versuchen angewandten Piperonalhydantoins wurde nach der 
Methode der genannten Autoren’) dargestellt. 

Piperonylhydantoin. 14 ¢ Piperonylhydantoin wurden in 450 cem 
Wasser durch tropfenweisen Zusatz von 10°/, iger Natronlauge gelist. 
Die Lésung hatte eine orangegelbe Farbe. Darauf wurden in mehreren 
Portionen 360g 3°/,iges Natriumamalgam wiihrend 1'/, Stunden zugesetzt. 
Wiahrend der Hydrierung verschwand die Farbe der Lésung bis auf einen 
leicht gelblichen Ton. Das Quecksilber wurde abgetrennt, die Fliissigkeit 
wurde filtriert und mit verdiinnter Salzsiure neutralisiert. Es bildete sich 
sofort ein reichlicher Niederschlag von Piperonylhydantoinkrystallen. Er 
wurde am Tage darauf abfiltriert, mit etwas Wasser gewaschen und aus 
heiBem Wasser umkrystallisiert. Schmelzp. 182—183°. Durch Konzentrieren 
der ersten Mutterlaugen im Vakuum kann man eine weitere Portion yon 
etwas unreineren Krystallen erhalten. Totalausbeute: 12 g (85°/,). Die 
Krystalle sind wenig léslich in kaltem Wasser, mebr in heifem. 

0,0606 g Subst. verbrauchten nach Kjeldah] 10,52 eem SO,H, n/20. 

Cy, HON, (234) Ber. N 12,39 Gef. N 12,16 


1) Amer. chem. J. 46, 368 (1911). 
1* 
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Piperonylalanin. 6 g Piperonylhydantoin wurden 8 Stunden lang mit 
einer Lésung von 60 g krystallinischem Barythydrat in 800 cem Wasser 
gekocht. Dann wurde mit 1 Liter Wasser verdiinnt, das Barium quantitativ 
mit Schwefelsiiure ausgefillt und das Filtrat bis zur Krystallisation ein- 
geengt. Dann wurden 2 Volumen Alkohol zugesetzt und das Ganze bis 
zum folgenden Tag in den Kisschrank gestellt. 24 Stunden spiiter hatte 
sich ein reichlicher Krystallniederschlag gebildet, der aus Wasser umkry- 
stallisiert wurde; das so erhaltene Piperonylhydantoin schmolz bei 263° 
nach vorhergehendem Sintern. Keine Schmelzpunktsdepression im Gemisch 
mit den bei der Hydrolyse des Benzoyl-N-piperonylalanins gewonnenen Kry- 
stallen. Durch Benzoylieren erhilt man das Benzoyl-N-piperonylalanin 
(Schmelzp. 183°), und die Umsetzung mit Phenylisocyanat ergibt die schon 
beschriebene Verbindung vom Schmelzp. 192°. 

Bis-(piperonal)-diketopiperazin. 5,7 g Diketopiperazin wurden mit 
22 ¢ Piperonylaldehyd und 17 g frisch geschmolzenem Natriumacetat gut 
gemischt, dann wurden 80 ccm Essigsiiureanhydrid zugesetzt und das Ganze 
6'/, Stunden auf 130—135° erhitzt. Nach dem Erkalten wird die feste Masse 
mit heiBem Wasser verrieben, gut gewaschen und mit Alkohol verrieben. 
Darauf filtriert man und wischt mit Ather. Es bleibt ein gelbes Pulver 
zuriick, das fiir die folgenden Versuche geniigend rein ist. Fiir die Analyse 
krystallisiert man eine Portion aus einer griéBeren Menge Essigsiiure um, 
worin es schwer léslich ist. So erhielten wir in Wasser und in den ver- 
schiedenen organischen Lésungsmitteln sehr schwer lésliche gelbe Krystalle, 
die bei 300° nicht geschmolzen waren. Mit konzentrierter Schwefelsiure 
geben sie eine Rotfiarbung. 

0,0721 g Subst. verbrauchten nach Kjeldahl 7,69 ecem SO,H, n/20. 

CyH,gOgN_ (378) Ber. N 7,40 Gef. N 1,46 

Bis-(piperonyl)-diketopiperazin. 2 ¢ Bis-(piperonal)-diketopiperazin 
wurden in 120 cem Essigsiure suspendiert, 5 g Zinkpulver zugesetzt und 
das Ganze 24 Stunden gekocht. Dabei ging das Bis-(piperony]l)-diketopiperazin 
farblos in Lésung. Hierauf wurde das nicht angegriffene Zink abgetrennt, 
und beim Erkalten schieden sich aus dem Filtrat Krystalle ab. Zweck- 
miBiger ist es jedoch, der noch heiBen Lésung nach und nach Wasser zu- 
zusetzen. Auf diese Weise erhilt man beim Erkalten einen reichlichen 
Krystallniederschlag, der abfiltriert, gut mit Wasser gewaschen und darauf 
aus verdiinnter Essigsiiure umkrystallisiert wurde. 

In Wasser schwer loésliche, in Alkohol und Essigsiure lésliche Kry- 
stalle von Prismenform vom Schmelzp. 251—252°. 

0,0598 g Subst. verbrauchten nach Kjeldahl 6,15 cem SO,H, n/20. 

C,)H,,O,N, (382) Ber. N 7,32 Gef. N 7,19 

Piperonylalanin. 1 ¢ Bis-(piperonyl)-diketopiperazin wurde 24 Stun- 
den lang im Autoklaven bei 115° mit einer Lésung von 15 g Barium- 
hydroxyd in 100 cem Wasser erhitzt. Dann wurde mit Wasser verdiinnt 
und das Barium mit verdiinnter Schwefelsiiure quantitativ gefillt. Die 
Lésung wurde filtriert und ebenso im Vakuum bis zur Krystallisation ein- 
gedampft. Die aus Wasser umkrystallisierten Krystalle schmolzen bei 
262—263° nach vorhergehendem Sintern und gaben im Gemisch mit nach 
anderen Methoden erhaltenem Piperonylalanin keinerlei Schmelzpunkts- 
depression. 

Die Ausbeute ist jedoch gering, niedriger als bei den anderen beschrie- 
benen Methoden. 
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Untersuchungen in der Saponinreihe. 
XI. Mitteilung.?) 
Uber die Oxy-triterpensdure-glykoside der Araliaceen. 


Von 


Alfred Winterstein und Gertrud Stein. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung, Heidelberg, 
Institut fiir Chemie.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Juni 1932.) 


In den letzten Jahren sind von verschiedenen Forschern 
Untersuchungen iiber die in Blittern und Rinde von Araliaceen 
enthaltenen Saponine angestellt worden. Am eingehendsten unter- 
sucht wurde das Saponin aus Efeu (Hedera helix), der in Europa 
am hiufigsten vorkommenden Araliaart.*2) Das Aglykon des 
Efeusaponins, das Hederagenin, libt sich auch aus den Sapo- 
ninen der Seifenniisse (Sapindaceae) gewinnen. Die von A. W. van 
der Haar dem Hederagenin zugeschriebene Formel ©,,H,,0, 
fand bis vor kurzem allgemeine Anerkennung.*) Die ersten Zweifel 
an der Richtigkeit dieser Formel fiuBerten L. Ruzicka und 
M. Furter‘), doch gelang es nicht, zwischen den zur Diskussion 
stehenden Formeln C,,H,,O, und ©,,H,,O, mit Sicherheit zu ent- 
scheiden, es erfuhr eher die um eine CH,-Gruppe reichere For- 
mel eine weitere Bestiitigung. 

Das Saponin.aus Aralia montana, einer in Java vorkommen- 
den, schwer zugiinglichen Araliaart®), ist von A. W. van der 
Haar®) untersucht worden; dem Aglykon, Araligenin, wurde 
die Formel C,,H,,O, zuerteilt. In neuester Zeit beschreibt 
S. Kuwada’) das Saponin aus der Rinde von Aralia chinensis, 


') X. Mitteilung. Diese Z. 208, 9 (1932). 
2) A. W. van der Haar, Arch. Pharm. 242, 421 (1914). 
3) W. A. Jakobs, J. of hiol. Chem. 63, 621 (1925). — A.Winterstein 
und Jean Meyer, Diese Z. 199, 37 (1931). 
*) Helvet. chim. Acta. 15, 474 (1932). 
°) A. W. van der Haar, Rec. trav. botaniques néerlandais 19, 277 (1922). 
*) Ber. chem. Ges. 55, 3041 (1922). 
’) Journ. pharm. Soc. Japan. 51, 57 (1931). 
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dem daraus erhiltlichen Aglykon, dem Taraligenin, schreibt er 
die Formel C,,H,,O, zu. Kuwada und van der Haar erkannten 
diese Sapogenine als einbasische Siiuren, die Funktion der rest- 
lichen Sauerstoffatome konnte nicht aufgekliirt werden. In einer 
gréBeren Untersuchungsreihe berichten verschiedene japanische 
Autoren’) iiber das Sapogenin aus Panax repens Maxim (Ara- 
liaceae), Sie fassen dieses Sapogenin (Panaxsapogenin) als Dioxy- 
monocarbonsiiure der Zusamensetzung C,,H,.O, auf. M. Kotake?’) 
stellte vor kurzem fest, daB das Panaxsapogenin mit Taraligenin 
identisch sei, er bezeichnet dieses Sapogenin als Taragenin und 
schreibt ihm die Formel C,,H,,0, oder C,,H,,O, zu. 

Auf Grund der Literaturangaben konnte vermutet werden, 
daB Araligenin, Taraligenin und Panaxsapogenin mitein- 
ander identisch sind, und es war die Frage zu entscheiden, ob 
diese Sapogenine nicht zu den sehr weit verbreiteten Oxy-triterpen- 
siiuren zu rechnen sind, um so mehr, als ein Vergleich der Angaben 
iiber die Kigenschaften dieser Sapogenine und ihrer Derivate mit 

















Schmelzpunkte von: 
" Acetyl- | Acetyl- 
Siure Mothy pa verbindung | methylester 
” ” in ° | in 
OWintecste) [{ 305-308 195198 | 259-264 | 218-220 
(Winterstein) | 
Araligenin *) 275—311 190 251 | 217-218 
(van der Haar) | 
Taraligenin °) 291—303 198 259—261 -_ 
(Kuwada) | 
Panaxsapogenin ') 303—304 190 262—264,5 | om 
(Aoyama) | 
Taragenin _ | | a | 961—262 6 _ 
(Kotake) | 304 | | ) 





1) §. Aoyama, V. Mitteilung iiber das Saponin von Panax repens 


Maxim. Journ. pharmaz. Soc. Japan 50, 153 (1930). 

2) M. Kotake und Y. Kimoto, Chem. Unter. i. d. Saponinreihe III. 
Scient. Papers Inst. physical chem. Res. 18, 83 (1932). 

’) A. Winterstein und G. Stein, Diese Z. 199, 68, (1931). 

*) Ber. chem. Ges. 55, 3041 (1923). 


5) Journ. pharmae. Soe. Japan 51, 57 (1931). 
6) Die Schmelzpunkte der charakteristischen Anhydridverbindungen von 


Taragenin stimmen ebenfalls mit denen der entsprechenden Oleanolsiure- 


derivate iiberein. 
Pays-Bas. 48, 608 (1929). 
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denjenigen der Oleanolsiiure es sehr wahrscheinlich machte, dab 
die fiinf unter verschiedenem Namen gefiihrten Verbindungen 
identisch sind. 

Durch die lebenswiirdigen Bemiihungen von Prof. G. Schri- 
ter), Ziirich, sind wir in den Besitz von 1 kg trockener Blitter 
von Aralia japonica gelangt. Die Saponinfraktion gewannen wir 
in bekannter Weise durch Extraktion der gemahlenen Blitter mit 
Alkohol und Fallen mit Ather. Durch stufenweise Hydrolyse in 
verdiinnter alkoholischer Liésung erhielten wir etwa 2,5 ¢ farbloses, 
krystallisiertes Aglykon, das unscharf zwischen 295—315° schmolz. 
Bei der Krystallisation aus Chloroform—Methanol erschien die 
erste Fraktion des Aglykons in kurzen derben Prismen vom 
Schmelzp. 328—330°. Die leichter léslichen Anteile schmolzen 
unscharf zwischen 310—315°, die Endfraktionen bestanden aus 
feinen Niidelchen, die nach mehrmaligem Umkrystallisieren den 
konstanten Schmelzp. 305—308° zeigten. Die Mittelfraktionen 
lieBen sich durch Behandeln mit wenig Aceton, worin das héher 
schmelzende Aglykon sehr schwer léslich, das tiefer schmelzende 
leicht léslich ist, fast quantitativ trennen. 

Die bei 328—330° schmelzende Fraktion erwies sich 
als identisch mit Hederagenin, die bei 305—308° schmel- 
zende als identisch mit Oleanolsiure. Die Identifizierung 
erfolgte durch Vergleich der Siiuren und ihrer Derivate, von denen 
Lactone bzw. Bromlactone besonders charakteristisch sind.’) 
(remische von Oleanolsiiure und Hederagenin, die wenig Hedera- 
genin enthielten, trennten wir durch Uberfiihrung in die Acetyl- 
lactone. Das Acetyllacton der Oleanolsiure scheidet sich im Ver- 
laufe der Reaktion aus, wiithrend das Acetyl-hederageninlacton in 
Lésung bleibt. 

Sehr wahrscheinlich haben sowohl A. W. van der Haar als 
auch Kuwada aus Aralia montana und Aralia chinensis Oleanol- 
siiure bzw. ein Gemisch von Oleanolsiiure und Hederagenin isoliert. 
Fiir das Vorhandensein von Hederagenin oder eines anderen 
Aglykons mit héherem Sauerstoffgehalt als Oleanolsiiure in ,,Arali- 
genin“ spricht folgende Beobachtung van der Haars: Nach dem 
Behandeln des Aglykons mit Acetanhydrid erhielt er eine bei 
251° schmelzende Substanz, welche annihernd dieselben C-Werte 


1) Herrn Prof, Schréter danken wir auch an dieser Stelle fiir die wie- 
derholte Beschaffung von Pflanzenmaterial verbindlichst. 

*} A. Winterstein und W. Wiegand, Diese Z. 199, 54 (1931). — 
A. Winterstein und W. Himmerle, Diese Z. 199, 59 (1931). 
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lieferte wie das Ausgangsmaterial. Er schloB daraus, daf infolge 
sterischer Hinderung keine Acetylierung eingetreten sei. Nach 
eigenen, an Gemischen von Oleanolsiiure und Hederagenin gemach- 
ten Beobachtungen laBt sich der Befund van der Haars damit 
erkliiren, daB die Acetylverbindung der Oleanolsiiure wesentlich 
schwerer léslich ist als diejenige des Hederagenins, so dai man 
bei der Krystallisation des Acetylproduktes in den Kopffraktionen 
fast reine Acetyl-oleanolsiiure erhilt. Abhnlich verhalten sich 
Gremische der Methylester und Acetyl-methylester von Oleanol- 
siiure und Hederagenin. Danach wird verstiindlich, da’ sowohl 
van der Haar als auch Kuwada aus dem sehr unscharf schmel- 
zenden ,,Araligenin“ und,,Taraligenin“, die eben wohl Gemische dar- 
stellen, Derivate erhielten, die fiir Oleanolsiiure charakteristisch sind. 

In unseren fritheren Mitteilungen haben wir die Ansicht ge- 
iiubert, dafs Hederagenin und Oleanolsiiure vielleicht in gleichen 
Beziehungen zueinander stehen wie z. B. Cholsiure C,,H,,O; zu 
Desoxycholsiure C,,H,,O,, die sich nur um 1 OH unterscheiden.’) 
Da die Formel C,,H,,0, fiir Hederagenin festzustehen schien, 
haben wir auch fiir Oleanol- und Ursolsiiure die Formel mit 
31 C-Atomen fiir die wahrscheinlichste gehalten. Nachdem durch die 
Untersuchungen von L. Ruzicka und M. Furter?) sowie durch 
unsere eigenen’®) fiir Oleanolsiiure die Formel C,,H,,0O, sicher- 
gestellt worden ist, lag es nahe, anzunehmen, daB auch Hedera- 
genin nur 30 C-Atome besitzt, um so mehr, als wir dieses Sapogenin 
in Aralia japonica mit Oleanolsiiure vergesellschaftet gefunden haben. 

Die exakte Aquivalentgewichtsbestimmung von Hederagenin 
stieB bis jetzt seiner Schwerlislichkeit wegen auf Schwierigkeiten. 
Wir fanden, daB Hederagenin, welches sowohl in Alkohol als auch 
in Chloroform sehr schwer léslich ist, sich im Gemisch der beiden 
Lésungsmittel spielend lést und darin leicht titriert werden kann, 
Fiir das Aquivalentgewicht wurden Werte gefunden, die nur um 
2 Kinheiten von dem fiir die Formel ©,,H,,O, berechneten, aber 
um 12—16 Einheiten von dem fiir die Formel C,,H,,O, be- 
rechneten abwichen. Hederagenin ist daher als Dioxy- 
triterpensiiure C,,H,,O, anzusprechen, Durch diese Fest- 
stellung erfiihrt die friithere, neuerdings in Zweifel gestellte Annahme, 
daB Hederagenin und Oleanolsiiure sehr nahe verwandt sind, wieder- 
um ihre Bestiitigung. 


') A. Winterstein u.G.Stein, Diese Z. 202, 218 (1931); 199, 67 (1931). 
*) a.a. O. S. 5. 
3) Diese Z. 208, 9 (1932). 
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Auf Grund der von W. A. Jacobs!) und A. W.van der Haar?) 
entwickelten Vorstellungen iiber die Lage von Hydroxyl und Carb- 
oxy] liBt sich die Formel fiir Hederagenin folgendermaBen auflisen: 





















—CH,OH 

H 

C,H, | DK oy 
—COOH , 


wobei die Hydroxyle und Carboxyl benachbart sind und eine Doppel- 
bindung in f-y- oder y-d-Stellung zum Carboxyl! liegt. Méglicher- 
weise ist Oleanolsiiure, in der das Hydroxyl sekundir gebunden 
ist, von Hederagenin nur dadurch unterschieden, dal sie an 
Stelle einer CH,OH-Gruppe eine CH,-Gruppe enthilt: 
—CH, 
H 
CrHy { >CC 
_... 
—COOH 
Die in beiden Fillen sehr leicht verlaufende Bromlacton- 


{ und Lactonbildung spricht fiir weitgehende Ubereinstimmung auch 
im feineren Bau der beiden Molekiile. In diesem Sinne diirfte 





Spezifische und molare Drehung 
von Oleanolsiure und Hederagenin (in CHC\,). 











[@)p (M) 
in ° in ° 














+ 76,5 + 349 

Methylester. . . + 73,5 + 346 
Acetylverbindung + 70,5 + 351 
Acetyl-methylester + 67,0 + 343 
Bromlacton . + 63,5 + 339 
Acetyllacton + 22,5 + 106 

Lacton it Seth ae we ite + 10,5 + 48 
Hederagenin (in CH,OH + CHCIl,) + 71,4 + 337 
Methylester. . . oe ee + 71,7 + 349 
Acetylverbindung + 77,2 + 429 

‘ Acety]-methylester + 75,3 + 433 
A Bromlacton . + 72,5 + 400 
: Acetyllacton + 33,8 + 188 
Lacton + 16,2 + 77 


1) J. of biol. Chem. 63, 631 (1925). 
2) Rec. Trav. Chim. Pays-Bas. 46, 28 (1927). 
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auch die Betrachtung der molaren Drehung von Oleanolsiure und 
Hederagenin sowie ihrer Derivate zu deuten sein. 

Offenbar gehéren die beiden Sapogenine zur gleichen sterischen 
Reihe. Der Mehrgehalt der primiren Hydroxylgruppe im Molekil 
des Hederagenins hat, da er nicht zur Ausbildung eines neuen 
Asymmetriezentrums fiihrt, keinen wesentlichen EinfluB auf 
die Drehung. Besonders auffallend ist der gleichartige Abfall 
der Drehung beim Ubergang der Siiuren in ihre Lactone. In 
beiden Fiillen geht die Drehung auf etwa 20°/, des urspriing- 
lichen Wertes zuriick. Bei den Bromlactonen ist dies nicht der 
Fall, vielleicht bestehen zwischen den Lactonen und Bromlactonen 
konstitutive oder konfigurative Unterschiede. Obgleich aus der 
Bildung von Lacton und Bromlacton mit Sicherheit hervorgeht, 
daB die Doppelbindung nahe benachbart dem Carboxyl liegt’), 
ist es doch denkbar, daB die Doppelbindung in Hederagenin und 
Oleanolsiiure nicht an derselben Stelle liegt. Das decarboxylierte 
Hederagenin, fiir welches wir an Stelle der Bezeichnung ,,Hedera- 
betulin* den Namen Hederagenol vorschlagen méchten, konnten 
wir im Gegensatz zu Oleanol leicht hydrieren. Wir sind damit 
beschiiftigt, das Hederagenin in den ihm zugrunde liegenden 
Kohlenwasserstoff iiberzufiihren, um durch direkten Vergleich mit 
einer gréBeren Anzahl von Kohlenwasserstoffen, die wir aus anderen 
Triterpensiiuren gewonnen haben, die Frage der strukturellen Be- 
ziehungen weiter zu untersuchen. 

M. Kotake und K. Taguchi’) haben unliingst aus Kalopanax 
ricinifolius, einer in Nordjapan hiufig vorkommenden Araliaart, 
zwei Saponine isoliert, die bei der Hydrolyse dasselbe Aglykon, 
Kalosapogenin liefern. Dieses Sapogenin ist aller Wahrscheinlich- 
keit nach identisch mit Hederagenin. Die beiden Autoren schreiben 
ihm auf Grund der Elementaranalysen die Formel C,,H,,O, zu. 
Das Sapogenin und sein charakteristisches Diacetyl-lacton stimmen 
in den Schmelzpunkten mit Hederagenin iiberein. 

Die in verschiedenen Gattungen der Araliaceen ent- 
haltenen Saponine sind im wesentlichen Glykoside von 
Monooxy- und Dioxy-triterpensiuren, d.h. von Oleanol- 
siure und Hederagenin. 

In der IV. und V. Mitteilung’) haben wir gezeigt, daB Oleanol- 
siiure in der Natur hiiufig in freiem Zustand, aber auch als Gly- 


1) A. Winterstein u. W. Wiegand, Diese Z. 199, 46 (1931). 
*) Scient. Papers Inst. physical chem. Res. 18, 5 (1932). 
*) Diese Z. 199, 56, 64 (1931). 
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kosid vorkommt. Oleanolsiiure-glykoside sind in Wurzeln (Zucker- 


riibe), in Bliiten (Calendula), in Rinden (Guajac, Aralia chinensis) 
und durch die vorliegende Untersuchung auch in Bliittern (Aralia 
japonica) nachgewiesen worden. Es ist sehr wohl mdglich, dab 
andere Saponine, iiber deren Aglykone wir noch nicht unterrichtet 
sind, als Oleanolsiiure-glykoside erkannt werden. 

Nach der Auffassung von L. Ruzicka und M. Furter!’) ist 
die Identifizierung von Oleanolsiiure verschiedener Provenienz 
analytisch zu wenig gestiitzt. Trotzdem wohl kein Zweifel dariiber 
bestehen konnte, da wir eine durch eine ganze Reihe von Daten 
charakterisierte Substanz, d.i. Oleanolsiiure, aus Nelken, Viscum 
album, Guajacrinde, Calendulabliiten und neuerdings aus Aralia 
dargestellt haben, fiihrten wir nochmals einen sorgfiiltigen Ver- 
gleich der aus den verschiedenen Pflanzen gewonnenen Oleano!l- 
siuren durch. Als besonders charakteristische Derivate wurden 
vor allem Bromlactone, Lactone und Acetyllactone vergleichend 
betrachtet. An der Identitiit der Oleanolsiiure verschiedener Her- 
kunft kann nicht gezweifelt werden, da keines der verglichenen 
Derivate irgendeine Abweichung zeigte. Auch bei sorgfiltigster 
Fraktionierung der Siure und ihrer Derivate ist es uns nicht ge- 
lungen, das Vorhandensein von verwandten Begleitsubstanzen fest- 
zustellen. In aihnlichen Fillen wie z. B. bei Boswellinsiiure, Elemi- 
siure, ,Araligenin“ sowie bei pflanzlichen Sterinen lieB sich die 
Uneinheitlichkeit der Substanzen schon nach den ersten Krystalli- 
sationen auf Grund der Anderung der spezifischen Drehung leicht 
erkennen. 


Physiologisches Verhalten der Oxy-triterpensaure-glykoside. 


Nachdem die Saponine aus Zuckerriiben, Calendulabliiten und 
Guajacrinde als Glykoside von Oleanolsiure erkannt worden sind, 
ist die Méglichkeit gegeben zu priifen, ob der glykosidische An- 
teil der Saponine einen Einflu8 auf deren himolytische Wirksam- 
keit ausiibt. Wenn diese nur vom Aglykon abhingt, so miiBten 
Zuckerriiben-, Calendula- und Guajacsaponin gleich wirksam sein, 
da sich diese Saponine ja nur durch die Art der Zuckerkomponenten 
unterscheiden. Hiimolysieren diese Saponine aber verschieden stark, 
so muB die Intensitiit der Saponinhiimolyse wenigstens zum Teil 
auf die Art der Glykosierung zuriickzufiihren sein. 

Nach unseren bisherigen Beobachtungen erwiesen sich die 


1) Hely. chim. Acta. 15, 476 (1932). 
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Aglykone stets als starke Fischgifte, es scheint dem Aglykon also 
eine groBe Bedeutung fiir das Zustandekommen der physiologischen 
Wirkung der Saponine zuzukommen. Von den oben angefiihrten 
Oleanolsiiure-glykosiden ist das Guajacsaponin beziiglich seiner 
physiologischen Wirksamkeit am besten untersucht. Nach iiber- 
einstimmenden Angaben ist dieses Saponin himolytisch schwach 
wirksam und auch wenig giftig fiir Fische.1) Das Saponin der 
Seifenniisse ist nach unseren Untersuchungen dagegen sehr giftig.’) 
Ks lag nun nahe, den Versuch anzustellen, ob das Saponin aus 
Aralia japonica, welches nach der vorliegenden Untersuchung als 
Gemisch yon Oleanolsiure-glykosid und Hederagenin-glykosid an- 
zusprechen ist, in seiner hiimolytischen Wirksamkeit zwischen 
Guajac- und Sapindussaponin liegt. Als weiteres Vergleichsmaterial 
sollte das Oleanolsiiure-glykosid aus Calendulabliiten heran- 
gezogen werden. 

Die Hiimolyseversuche ergaben das iiberraschende Resultat, 
daB Calendula-saponin sehr viel wirksamer ist als Guajacsaponin, 
und dai das Gemisch von Oleanolsiiure-glykosid und Hederagenin- 
glykosid aus Aralia noch weniger wirksam ist als Guajacsaponin. 
Ob diese auffallenden Unterschiede in der Wirksamkeit nur auf 
Verschiedenheiten in der Glykosierung oder auf Beimengungen 
zuriickzufiihren sind, kénnen wir auf Grund der bis jetzt vor- 
liegenden Untersuchungen nicht entscheiden. Zweifellos liegen 
die Verhiiltnisse komplizierter, als bisher wohl allgemein an- 
genommen worden ist. 

Vergleichende Untersuchungen iiber die physiologische Wirk- 
samkeit der Hederagenin-glykoside aus Efeu und Seifenniissen, 
sowie der Oleanolsiiure-glykoside, die wir auf breiterer Basis an- 
streben, diirften wichtige Anhaltspunkte liefern iiber den Zusammen- 
hang zwischen Konstitution und himolytischer Wirksamkeit der 
Saponine. 

Experimenteller Teil. 


Darstellung des Saponins. 1 kg getrocknete und gemahlene 
Blitter von Aralia japonica wurden durch Extraktion mit Ather 
von Chlorophyll, Sterinen, Carotinoiden*) usw. befreit und 3 mal 
mit je 1,5 Liter 90°/,igem Methanol ausgekocht. Aus dem Extrakt 


') L. Kofler, Die Saponine, Wien 1927. 

*) A. Winterstein u. Jean Meyer, Diese Z. 199, 45 (1931). 

8) Das Carotin der Araliablitter wurde krystallisiert erhalten und er- 
wies sich als Gemisch von wenig a- und viel §-Carotin. 
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wurde das Rohsaponin in bekannter Weise durch Ausfiillen mit 
Ather gewonnen. Die Reinigung erfolgte durch mehrmaliges Um- 
fillen aus Alkohol—Ather bzw. Umlisen aus Alkohol. 

Darstellung des Aglykons. Die Spaltung des Saponins wurde 
in bekannter Weise’) durch stufenweise Hydrolyse mit Schwefel- 
siiure zum Prosapogenin und mit Salzsiiure zum Aglykon durchgefiihrt. 
Nach den iiblichen Reinigungsverfahren (behandeln mit Tierkohle, 
Natriumsalz) wurden schlieBlich 2,5 g schén krystallisiertes Agly- 
kon vom Schmelzp. 295—315° (korr. Berl) erhalten. 

Zerlegung des Aglykons in Oleanolsdure und Hederagenin. [)as 
Aglykon wurde in einem Gemisch von Chloroform-Methanol 1: 1 
gelést und ein Teil des Lésungsmittels abgedampft. Beim Erkalten 
schieden sich derbe Prismen vom Schmelzp. 328—330° (korr. Ber]) 
aus. Die bei weiterem Einengen erhaltenen Fraktionen schmolzen 
zwischen 310 und 325°, die leichtlislichsten Anteile erschienen 
in feinen Nadelchen vom Schmelzp. 295—305° (korr. Berl). 

Hederagenin. Kocht man die fein pulverisierten, héher als 
315° schmelzenden Fraktionen mehrmals gut mit wenig Aceton 
aus und nutscht heiB ab, so erhilt man nach mehrmaligem Um- 
krystallisieren des Ungelésten aus Chloroform—Methanol reines 
Hederagenin vom Schmelzp. 329—331° (korr. Berl). 

Zur Analyse*) wurde im Hochvakuum bei 140° getrocknet: 


C,.H,,0, Ber. C 76,21 H 10,24 
Gef. ,, 76,26, 76,02 ,, 9,93, 10,11 


[a]?! =+70,1° (¢ = 0,485 in CHCl,+CH,OH 3: }). 


Zum Vergleich wurde Hederagenin aus Sapindussaponin her- 
angezogen. Schmelzpunkt nach Umkrystallisieren aus Chloro- 
form—Methanol 329—331° (korr. Berl). Zur Analyse wurde im 
Hochvakuum bei 140° getrocknet. 

C,:H5.0, Ber. C 76,48 H_ 10,36 
C59H,,04 - 5 06,21 » 10,24 
Gef. C 176,15, 76,06, 76,13, 76,30, 76,22, 76,04 
H 10,23, 10,09, 10,30, 10,18, 10,16, 10,25 

Zur Bestimmung des Aquivalentgewichts wurden etwa 350 mg 
feinst pulverisierte Substanz in 75 ccm eines Gemisches von 1 Teil 
Chloroform und 4 Teilen 96°/,igem Alkohol durch 6 Minuten langes 
Erwiirmen auf dem Wasserbad in Lisung gebracht, schnell auf 





1) Diese Z. 199, 68 (1931). 
*) Die Belegzahlen fiir das analytische Material finden sich im Instituts- 
journal unter Nr. 22, 1—53. 
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Zimmertemperatur abgekiihlt und mit n/20-NaOH und Phenol- 
phthalein als Indikator titriert. In gleicher Weise wurde die Lauge 
mit Benzoesiiure eingestellt und zwischen die einzelnen Titrationen 
Kontrollen von Cholsiiure eingeschaltet. 

Aquiv.-Gew. von Cholsiure C,,H,,0, Ber. 408,3 Gef. 408,3, 407,9, 
409,2, 408,0, 407,0, 409,0, 407,5, 408,5, 408,4, 406.9. 

Aquiv.-Gew. von Hederagenin C,,H,,0, Ber. 472,4 Gef. 473,4, 473,8, 
472,8, 473,1, 471,0, 474,5. 

[w)21 = + 71,4° (¢ = 0,532 in CHCl,+CH,OH 3:1). 

Hederagenin-derivate. 300 mg Hederagenin aus Aralia japonica 
wurden durch Kochen mit Essigsiiureanhydrid acetyliert. Schmelz- 
punkt des Diacetylhederagenins nach Umkrystallisieren aus 
Methanol 160—180° (korr. Berl). Die Acetylverbindung wurde 
in itiblicher Weise mit Diazomethan verestert. Schmelzpunkt des 
Acetyl-methylesters 190° (korr. Berl). Zur Gewinnung des 
Methylesters wurde der Acetyl-methylester durch zweistiindiges 
Kochen mit 10°/, alkoholischer Kalilauge verseift. Nach mehr- 
maligem Umkrystallisieren aus wiBrigem Methanol schmolz die 
Substanz nach schwachem Sintern bei 236—238° (korr. Berl). 

Der Methylester wurde zur Analyse im Hochvakuum bei 120° getrocknet: 

Cy, H5 904 Ber. C 76,48 H 10,36 Gef. C 76,22 H 10,29. 

[o]}° = + 68,8° (ce = 0,96 in CHCI,). 

Zur Darstellung des charakteristischen Hederageninlactons 
wurden 400 mg reines Hederagenin aus Aralia japonica 10 Stun- 
den in Eisessig—Salzsiiure') gekocht. Die anfinglich ungeliéste 
Siiure geht allmithlich in Lésung. Das Acetyl-lacton wurde 
mit Wasser ausgefillt und aus Methanol umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 244° (korr. Berl). Zur Darstellung des Lactons wurde 
mit alkoholischer Kalilauge verseift. Das Hederageninlacton 
schmolz nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Chloroform—Ace- 
ton bei 354° (korr. Berl). 

Zur Analyse wurde das Hederageninlacton im Hochvakuum bei 140° 


getrocknet: 
C,.H,.O, Ber. C 76,21 H 10,24 Gef. C 75,96 H 10,12. 
(a]}® =+ 16,5° (ce = 1,21 in CHC\,). 


Spez. Drehung der Hederageninderivate (Hederagenin aus Sapindus). 
Diacetyl-Hederagenin [a})\° = + 77,2° (ce = 1,106 in CHCI,). 
Hederagenin-methylester [a]?° = + 71,7° (¢ = 1,073 in CHCl,). 
Diacetyl-hederagenin-methylester [a)?° =+ 75,3° (ec = 1,462 in CHC\l,). 


') Vg]. P. Karrer u. Mitarbeiter, Helvet. chim. Acta 7, 781 (1924). 
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Hederagenin-bromlacton {a)}° = + 72,5° (ec = 0,938 in CHCIl,). 
Diacetyl-hederagenin-lacton [a]}* = + 33,8° (ce = 1,034 in CHC\,). 
Hederagenin-lacton [a@]?° = + 16,2° (ce = 1,192 in CHCI,). 


JD 


Oleanolsiure. Die in den Mutterlaugen des Hederagenins ent- 


haltene Oleanolsiiure lieB sich durch mehrmaliges Umkrystallisieren 
4 aus absolutem Alkohol in reinem Zustand erhalten. Bequemer 


und rascher gelingt die Abtrennung letzter Reste von Hederagenin 
durch Kochen mit Essigsiiureanhydrid, wobei die schwer lésliche 
Acetyl-oleanolsiiure-anhydridverbindung ausfillt, wiihrend das 
Acetylhederagenin in Lésung bleibt. Schmelzpunkt der Oleanol- 
siiure aus Aralia japonica 305—308° (korr. Berl). 
Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 140° getrocknet: 
C5oH,,05 Ber. C 78,88 H 10,60 
Gef. ,, 79,05, 78,92, ,, 10,56, 10,60. 
[a]2° = + 75,2° (¢ = 0,745 in CHCI,). 


Oleanolsdure-Derivate. Durch Verkochen des gemischten Anhydrides 
mit Methanol und Umkrystallisieren aus Methanol wurde Acetyloleanol- 
saure vom Schmelzp. 263—266° (korr. Berl) erhalten. 

Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 140° getrocknet: 

C,,H;,0, Ber. C 77,05 H 10,11 Gef. C 77,21 H 10,08. 


[a}9 =+ 70,9° (¢ = 0,733 in CHCI,). 
Acetyl-oleanolsaure-methylester wurde aus der Acetylverbindung 
mit Diazomethan dargestellt. Schmelzp. 220—222° (korr. Ber)). 


Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 140° getrocknet: 
Cy3H,.0, Ber. CC 177,28 H 10,23 
Gef. ,, 177,17, 77,13 ,, 10,08, 10,06. 


(aJ}® = + 70,0° (ce = 1,056 in CHC},). 
Der Methylester wurde durch Verseifen des Acetyl-Methylesters ge- 
wonnen. Schmelzp. 199—201° (korr. Berl). 
Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 140° getrocknet: 
C,H, Ber. C 79,08 H 10,71 
Gef. ,, 79,07. 79,13  ,, 10,68, 10,79. 


(aj? = + 74,3° (¢c = 0,572 in CHCI,). 
Oleanolsdure-bromlacton. Oleanolsiiure wurde unter Zusatz von 


etwas Natronlauge in 90°/,igem Methanol] gelést und mit Hypobromitlésung 
versetzt, bis keine Fiillung mehr entstand. Schmelzp. 238° (korr. Ber]). 


Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 100° getrocknet: 
C,,H,,0,Br Ber. C 67,25 H_ 8,85 
Gef.  ,, 67,08, 67,06  ,, 8,74, 8,80. 
[a]2! = + 58,8° (¢c = 0,68 in CHC\,). 





~ 
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Acetyl-oleanolsdure-lacton wurde wie dasjenige des Hederagenins 
durch Kochen mit Eisessig-Salzsiiure dargestellt. Es schied sich wiihrend 
der Reaktion allmihlich in glinzenden Blittchen aus, die nach dem Um- 
krystallisieren aus Chloroform—Methanol bei 354—355° (korr. Ber]) schmolzen. 


Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 140° getrocknet. 
Cy,H 550, Ber. C= 177,05 H 10,21 
Gef.  ,, 77,25, 77,16  ,, 10,13, 10,18. 
[a]}9 = + 19,2° (¢ = 0,73 in CHCI,). 

Hamolyse.') Fiir die Versuche wurden Saponine verwendet, 
die durch Umfiillen aus Alkohol—Ather und Umlésen aus Alkohol 
gereinigt waren. Die Priiparate waren nicht aschefrei. Fiir die 
Hiimolysen wurde eine 5°/,ige Suspension von Hammelblutkérper- 
chen verwendet, zu welcher fallende Mengen von Saponin zu- 
gesetzt wurden. 

Gesamtvolumen der Lésung 1,25 ccm, davon 0,25 ccm Ham- 
melblut. 

Durch Extraktion yon 5 g Araliablittern mit 20 cem physiologischer 
Kochsalzlésung wurde eine Saponinlésung erhalten, die in ihrer Wirksamkeit 
ungefiihr dem Calendula-saponin entsprach. 

Wirkung auf Fische. Die Giftigkeit der untersuchten Saponine 
fiir Fische ging parallel ihrer himolytischen Wirkung. In einer 
Lésung 1: 1000 von Sapindussaponin nahm ein etwa 10 g schwerer 
Goldfisch nach 20 Minuten Schieflage ein, exitus nach 40 Minuten. 
In einer gleich konzentrierten Lésung von Calendulasaponin trat 
Schieflage nach 80 Minuten ein, exitus nach 2 Stunden. In Lé6- 
sungen yon Guajac- und Araliasaponin war nach 3 Stunden keine 
Wirkung auf die Fische zu beobachten, nach 6 Stunden war der 
mit Guajacsaponin behandelte Fisch apathisch geworden, exitus nach 
12 Stunden. In der Lésung von Araliasaponin war auch nach 
dieser Zeit keine Veriinderung am Fisch zu beobachten. 


Zusammenfassung. 

1. Das Saponin der Blitter von Aralia japonica ist ein Gemisch 
der Glykoside von Oleanolsiiure und Hederagenin. 

2. Die aus verschiedenen anderen Araliaarten gewonnenen Sa- 
pogenine (Araligenin, Taraligenin, Taragenin, Panaxsapogenin) sind 
entweder identisch mit Oleanolsiiure oder stellen ein Gemisch von 
Oleanolsiiure mit sauerstoffreicheren Sapogeninen (Hederagenin) dar. 


') Herrn P. D. Witebsky, Institut fiir experimentelle Krebsforschung, 
Heidelberg, danken wir fiir seine Unterstiitzung bei der Ausfiihrung der 
Hiimolyseversuche. 





fo) 
& 
LY 
= 
& 
= 
=] 
— 
S 
io 2 
be 
a 
a] 
= 
— 
a 
i") 
&0 
= 
= 
= 
=) 
=] 
n 
a 
DL 
oo 
a 
~ 















































“Ups Fo € OF OG OT 


“UpPIsts € OF 0G OI .E 


‘UpISts € OF OG OI 


“UPIS FG 





uruodesovfens) 





urmodese[npus[eg 


uluodeserery 





uruodessnpuideg 





OF OG OT 





wd. Ul |, @ 





- Sunsojurmodeg 
9}Z}9895N7, 








‘asA[OUIRF] oUIOy = 0 


‘indg =dg ‘Sigyur = w 


*ya{dui09 


ysuj = af ‘yo[dutod osfjournyy = 9 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXI. 








18 Alfred Winterstein und Gertrud Stein, Untersuchungen usw. 


3. Die fiir Hederagenin bisher angenommene Formel C,, H,,0, 
ist durch die Formel C,,H,,0O, zu ersetzen, Hederagenin ist also 
eine Dioxy-triterpensiure. 

4. Die Annahme nichster verwandtschaftlicher Beziehungen 
zwischen QOleanolsiure und Hederagenin erfihrt durch die vor- 
liegende Untersuchung weitere Bestitigung. 

5. Die Identitit von Oleanolsiiure verschiedener Herkunft 
(Viscum album, Nelken, Guajacrinde, Zuckerriibe, Calendulabliiten, 
Araliablitter) wurde neuerdings sichergestellt. 

6. In Vorversuchen wurde erkannt, daB die Oleanolsiure- 
glykoside verschiedener Herkunft verschiedene himolytische Wirk- 
samkeit besitzen. Die Frage, ob die Unterschiede auf Verschieden- 
heiten in den Zuckerkomponenten oder auf Verunreinigungen zu- 
riickzufiihren sind, steht noch offen. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen wir fiir 
die Uberlassung eines Stipendiums unseren besten Dank aus. 
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Uber wasserlésliche Cholesterinester.’) 
Von 


Rudolf Schénheimer und Fritz Breusch. 





(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Jnstituts der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. Juli 1932.) 


Es ist verschiedentlich der Versuch gemacht worden, Cho- 
lesterin, das als solches in Wasser vollig unldslich ist, zu _bio- 
logischen Zwecken in eine wasserlésliche Form zu bringen. Meist 
wurden zu Injektionszwecken kolloidale Aufschwemmungen von 
Cholesterin benutzt, die aber, wie bereits bekannt [L6wenthal?)], 
sich bei der parenteralen Einverleibung ahnlich wie kérperfremde 
Substanzen verhalten und sogleich vom retikuloendothelialen 
System abgefangen werden. Cholesterin, das die Darmwand 
passiert hat, wird biologisch véllig anders behandelt. 

Versuche, Sterine in echte waBrige Lésungen zu_ bringen, 
hitten ihre Bedeutung vor allem darin, daB eine groBe Zahl von 
Sterinen, z. B. alle Pflanzensterine*), ferner Koprosterin, Di- 
hydrocholesterin*) und auch unbestrahltes Ergosterin®) unresorbier- 
bar sind und daher dem Organismus iiberhaupt nicht zugefiihrt 
werden kénnen. Aus diesem Grunde wissen wir bisher noch nicht, 
ob diesen unresorbierbaren Sterinen iiberhaupt eine biologische 
Wirkung nach der Einverleibung zukommt. Versuche, diese Sub- 
stanzen in kolloidaler Form zuzufiihren, haben wir aus den ge- 
schilderten Griinden nicht unternommen. 

Von den herzustellenden Praiparaten muB verlangt werden, daB 
sie méglichst leicht Sterine wieder zuriickbilden. Starkere Kingriffe 
in das Molekiil durften also nicht vorgenommen werden. Wir ver- 
suchten, Monosterinester von Polycarbonsiuren zu synthetisieren, 
deren Alkalisalze eine geniigende Léslichkeit besitzen. 

Die bereits bekannten sauren Ester der Dicarbonsiéiuren 
[Page u. Rudy®), Schénheimer’), Promonta§)] sind auch als 





1) Die Arbeit wurde ausgefiihrt aus Mitteln der Josiah Macy jr. 
Foundation, fiir die auch an dieser Stelle unser bester Dank ausgesprochen 
werden soll. 2) Frankf. Z. Path. 41, 374 (1931). 

3) Schénheimer, Diese Z. 180, 1 (1929). 

*) Ders., v. Behring u. Hummel, Diese Z. 192, 117 (1930). 

5) Dies. u. v. Gottberg, Diese Z. 208, 77 (1932). 

6) Biochem. Z. 220, 304 (1930). 7) Diese Z. 192, 114 (1930). 

8) Deutsches Reichspatent, Nr. 491221. 
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Alkalisalze nur wenig léslich und konnten fiir unsere Versuche nicht 
verwandt werden. Die Monoester von Tricarbonsaéuren (untersucht 
Zitronensiure, Tricarballylsiure , Aconitsiure) konnten von uns 
ebenfalls nicht in geniigender Léslichkeit gewonnen werden. 

Dagegen sind die Alkalisalze der Mono-sterin-ester von 
Tetracarbonséuren (die Estersiuren selbst sind unldslich) auBer- 
ordentlich léslich. Man kann mit Leichtigkeit 50°/,ige Losungen 
herstellen. Als Saure wurde vor allem die n-1,2,3,4-Butan-tetra- 
carbonsiure benutzt*), die ein bestindiges Dianhydrid bildet, das 
besonders gut fiir derartige Veresterungsmethoden geeignet ist. 
Die Siure selbst ist vollig ungiftig. Kin Kaninchen erhielt 3mal je 
0,5 g des Natriumsalzes in 38 cem Wasser gelést intravenés, ohne 
die geringsten Stérungen zu zeigen. Die Konstitution der Butan- 
tetra-carbonsiure bringt es mit sich, dab zwei isomere Monoester 
auftreten kénnen, die sich bei unseren Versuchen zu je etwa 50°/, 
gebildet haben. 


1 20 ‘ _ ZO 
H.C —C<0_ sterin Hi’ ——°<on 
HO—-c<® HO—c<? 

: OH O— Sterin 

| 0 und 0 
H,C—0<0, H,0C—C<O 5 


Die Trennung der beiden Isomeren, die die gleiche Verseif- 
barkeit und anscheinend biologische Wirkung haben, gelang wegen 
der aihnlichen Léslichkeiten nicht bei allen Préiparaten. Es wurde 
in diesem Falle das Gemisch der beiden Isomeren benutzt. Nur die 
isomeren Cholesterin- und Ergosterin-ester konnten wir wegen der 
verschiedenen Léslichkeiten trennen. Um die Konstitutions- 
aufklirung der Isomeren haben wir uns im Rahmen dieser Arbeit 
nicht bemiiht. 

Andere Tetra-Carbonséuren (untersucht wurden 1,1’,2,2’- 
Athan - tetra - carbonsiure, 1,1’, 3,3’- Propan - tetra - carbonsiure) 
eignen sich schlechter, weil sie schon unter den Kingriffen, die zur 
Veresterung nétig sind (Anhydridbildung, Chloridbildung oder 
Erhitzen), leicht Carboxylgruppen abspalten und zu schlechten 
Ausbeuten fiithren. Es wurden bisher von folgenden Sterinen 
wasserlésliche Ester hergestellt: Cholesterin, Allocholesterin, Sito- 
sterin, Ergosterin und Vitamin D. 


1) Auwers u. Jakob, Ber. chem. Ges. 27, I, 1119 (1894). 
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Die Ester sind auBerordentlich leicht spaltbar, was mit ihrer 
Wasserloéslichkeit zusammenhiingt. Schon lingeres Kochen bei 
neutraler Reaktion fihrt zu einer Triibung und zum Ausfallen von 
Cholesterin. Durch 5°/,ige Natronlauge werden sie bei Wasserbad- 
temperatur schon in 2 Stunden vollig gespalten. Es unterliegt keinem 
Zweifel, daB auch der Organismus in der Lage ist, die leicht spalt- 
bare Esterbindung zu lésen und so das freigewordene Sterin sofort 
in einen dem Organismus entsprechenden Zustand iiberzufiihren. 

Uber die Ergebnisse der biologischen Untersuchungen wird 
demniachst berichtet werden. 


Versuchsteil. 


1. n-Butan -1, 2,3, 4 - tetra - carbonsaure - mono - cholesterinester. 

1 Mol im Hochvakuum bei 100° getrocknetes Cholesterin wird 
mit 1 Mol Dianhydrid der Saéure in der siebenfachen Menge 
Pyridin (mehrere Tage tiber Bariumoxyd getrocknet) gelést und 
2 Stunden am RiickfluB unter Wasserstoff oder Stickstoff gekocht. 
Um eine Verfairbung vollig zu vermeiden, haben wir spiter die 
Lésung im Vakuum eingeschmolzen und bei 120° 3 Stunden er- 
hitzt. Das Reaktionsprodukt wird zur Spaltung der noch vor- 
handenen Anhydridbindung mit genau 3 Mol einer 5°/,igen Natron- 
lauge versetzt. Das Lésen nimmt bei gutem Schiitteln etwa 5 Minu- 
ten in Anspruch. Geringe Spuren von nicht umgesetztem und daher 
nicht geléstem Cholesterin kénnen abfiltriert oder ausgeithert 
werden. Darauf wird mit verdiinnter Salzsiure ausgefillt, ab- 
filtriert, gewaschen und der Niederschlag wieder mit 8 Mol einer 
Natriumhydroxyd-Lésung gelést. Das Natriumsalz kann mit 
Methanol ausgefallt werden. Der beste Weg zur Reinigung, der in 
Ather schwer ldslichen Fraktion, ist die Umkristallisation aus 
Essigester (wasser- und séurefrei). 

Die Isomeren lassen sich durch Ather oder Aceton trennen, in 
denen das eine Isomere schwer léslich, das andere leicht léslich ist. 

a) Schwer losliche Esterséure. 

Schmelzpunkt Sintern 222, Schmelzen 240° unter Zers. 

Loslich in Alkohol, Benzol, Kisessig, schwer léslich in Essigester 
und Ather, unléslich in Wasser und Petrolither. 
Cholesterinbestimmung nach alkalischer Verseifung: 
257,0 mg Subst.: 670,9 mg Digitonid entspr. 167,7 mg Cholesterin. 

Ber. 64,02 Gef. 65,25. 

Verbrennung: 3,36 mg Subst.: 8,56 mg CO,, 2,69 mg H,0. 
Cy;Hj,0, Ber. C 69,54 H927 Gef. C 69,48 H 8,95. 
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b) Leicht lésliche Esterséure. 

Schmelzpunkt Sintern 160, Schmelzen 186° unter Zers. 

WeiBes amorphes Pulver, leicht léslich in Alkohol, Aceton, 
Ather; unléslich in Petrolather. 

Verbrennung: 3,513 mg Subst.: 8,90 mg CO,, 2,85 mg H,0. 

CysH;,0, Ber. C 69,54 H9,27  Gef. C 69,08 H 9,08. 

2. n-Butan-1, 2, 3, 4-tetra - carbonsaure - mono - sitosteryl - ester. 
Trennung der Isomeren nicht méglich, da beide fast die gleiche 
Loslichkeit haben. Gemisch der beiden Isomeren: Schmelz- 
punkt Sintern 158°, Schmelzen 168° unter Zers. 


Verbrennung des Gemisches: 3,293 mg Subst.: 8,55 mg CO,, 2,85 mg H,O. 
C3,H;,05 Ber. C 70,48 H 9,21 Gef. C 70,81 H 9,68. 


3. n-Butan-1,2,3,4-tetra-carbonsaure-mono-ergosteryl-ester. Die 
Darstellung geschieht 1m Bombenrohr, das im Vakuum zu- 
geschmolzen ist. Schwer ldsliche Saiure, Schmelzpunkt: Sintern 
220°, Schmelzen 230° unter Zers., leicht lésliche Saure Schmelz- 
punkt 160—168° unter Zers. 

Verbrennung des Gemisches der Isomeren: 3,533 mg Subst.: 9,04 mg 
CO,, 2,79 mg H,O. 

C;;H;,0, Ber. C 70,01 H 8,67 Gef. C 69,78 H 8,63. 

Das Trinatriumsalz ist von etwa 40° ab in beliebiger Kon- 
zentration léslich; bei gew6hnlicher Temperatur scheiden Lésungen 
mit einer Konzentration tiber 5°/) langsam Gallerten aus, die beim 
Erwiarmen wieder in Lésung gehen. 

Analoge Verbindungen wurden auch aus dem Allochole- 
sterin hergestellt. Da das Allocholesterin auBerordentlich saiure- 
empfindlich ist, wurde nur das Natriumsalz mit Methanol ge- 
fallt und auf die Darstellung der Estersiure verzichtet. Das 
Natriumsalz gab trotz 2stiindiger Hrhitzung auf 120° bei der 
Herstellung intensive Rosenheimsche Farbreaktion mit Tri- 
chloressigsiiure.4) Wir konnten aber nicht mit Sicherheit aus- 
schlieBen, daB sich im Laufe der Bearbeitung ein Teil in Cho- 
lesterin umgelagert hat. 

Ebenso wurde auch das krystallisierte Vitamin D2?) nach 
diesem Verfahren umgesetzt. Schmelzpunkt des Gemisches der 
Isomeren: Sintern bei 90°, Schmelzen bei 100° unter Zers. 


1) Biochemic. J. 28 (1), 47 (1929). 
2) Das Vitamin D, war uns dankenswerterweise von E. Merck, Darm- 
stadt, tiberlassen. 
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Studien tiber Tumorarginase. 


I. Zur Frage der Aktivierbarkeit von Leberarginase durch Cystein und 
Glutathion. 


Von 


G. Klein und W. Ziese. 
Mit 8 Figuren im Text. 
(Aus dem Biolaboratorium Oppau der I. G. Farbenindustrie A.-G., Ludwigshafen a, Rh.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Juli 1932.) 


In 2 Mitteilungen von 8.Salaskin und L. Solowjew!? 2) 
sind Versuche beschrieben, welche nach Ansicht der Autoren dafiir 
sprechen, daf die Arginase durch Sauerstoff gehemmt und durch 
Cystein aktiviert werden kann. Zur selben Zeit haben E. Wald- 
schmidt-Leitz, A. Schaffner und W. Kocholaty’) in einem 
kurzen Referat darauf hingewiesen, daB die Leberarginase ihrer 
Wirksamkeit vollstindig beraubt werden kann, wenn man das 
Organ mit Alkohol extrahiert, wobei die natiirlichen Aktivatoren 
abgetrennt werden. Hine Reaktivierung soll durch Zugabe von 
Glutathion erzielt werden kénnen, in dem die Autoren einen 
natiirlichen Aktivator der Arginase sehen. 

Inzwischen haben Edlbacher, Kraus und Walter‘), un- 
abhaingig von uns, die mitgeteilten Ergebnisse der genannten 
Forscher iiberpriift und kamen zu grundlegend anderen Ergeb- 
nissen; insbesondere, da8 Sulfhydrylkérper besonders bei neu- 
traler Reaktion keine Aktivatoren, sondern Hemmungskorper fiir 
Leberarginase sind, ferner, daB Alkoholbehandlung von Leber 
nicht natiirliche Aktivatoren entfernt, sondern das Ferment fiir 
die normalen Lésungsmittel unldslich macht. 

Da wir uns vor einiger Zeit mit Studien tiber den EinfluB von 
Sulfhydrylverbindungen auf die Aktivitét von Fermenten be- 
schaftigten®) und durch Studien iitber Arginasewirkung vom Stand- 
punkt der Enzymausriistung bdsartiger Geschwiilste*®) auch zu 





1) Diese Z. 200, 259 (1931). 2) Diese Z. 205, 171 (1932). 
3) Naturw. 19, 964 (1931). 4) Diese Z. 206, 65 (1932). 
5) Diese Z. 208, 87 (1931). 6) Im Druck, Z. f. Krebsforschung 1982. 
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dieser Frage gedrangt wurden, méchten auch wir uns zu dem von 
Salaskin und Solowjew angeschnittenen Thema im folgenden 
diuBern. Es sei gleich hier betont, dab unsere Befunde im 
wesentlichen eine Bestétigung und Erweiterung der Er- 
gebnisse Edlbachers bedeuten. 

1. Wir haben zunachst die Versuche der russischen Autoren 
in etwas modifizierter und erweiterter Form an der Kalbs- und 
Ochsenleber wiederholt, indem wir Lebersuspensionen einerseits 
ohne weiteren Zusatz, andererseits mit Glutathion-, Cystein- und 
Schwefelwasserstoffzugabe unter verschiedenen Bedingungen, die 
im experimentellen Teil erlautert werden, mit Sauerstoff bzw. 
Kohlendioxyd durchstromten und auf Arginin einwirken lieBen. 
Wir benutzten verschiedene Konzentrationen an Glutathion und 
Cystein und ordneten die Versuche so an, dai die Durchstromung 
mit den benutzten Gasen erstens vor der Zugabe des Arginins bei 
nicht gepufferter Lebersuspension, zweitens vor der Zugabe des 
Arginins bei gepufferter Suspension und drittens bei gleichzeitiger 
Zugabe des Arginins und Pufferung (px = 9,5) des Ansatzes durch- 
gefiihrt wurde. Die letzten Bedingungen entsprechen etwa den 
Angaben von Salaskin und Solowjew, abgesehen davon, daB wir 
ein Durchstr6men mit beiden Gasen nacheinander nicht durch- 
gefihrt haben. Aus den Angaben des experimentellen Teiles 
geht nun hervor, daB es uns in diesen Versuchen nicht gelungen 
ist, Anhaltspunkte zu gewinnen, daB die Sulfhydrylverbindungen, 
insbesondere Cystein und Glutathion, als Aktivatoren der Kalbs- 
leberarginase eine Rolle spielen und damit die Ansicht der ge- 
nannten Autoren zu _ bestitigen. 

Unsere Befunde, die fiir einen Bereich von 4,5:10-2 mg Cystein 
pro Kubikzentimeter Inkubationsansatz bis 4,5-10-! mg Cystein 
pro Kubikzentimeter Inkubationsansatz, sowie fiir einen ent- 
sprechenden Bereich von 1,5-10-? mg Glutathion bis 4,6-10-! mg 
Glutathion Giltigkeit haben, sind nicht nur an Frischlebersuspen- 
sionen, sondern auch an Leberpriparaten von Ochse und Kalb 
geprift worden, welche nach dem Verfahren von Waldschmidt- 
Leitz, A. Schaffner, J.J.Beck und E. Blum?!) mit Alkohol 
extrahiert wurden, ebenso wurde mit extrahierter Muskulatur von 
sarkomatésen Ratten, wie auch mit dem 'umor selbst gearbeitet. 

Die Ergebnisse der Gasdurchstrémungsversuche sind kurz 
dahin zusammenzufassen, daB sich in allen Fallen eine starke 


1) Diese Z. 208, 87 (1931). 
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Schaédigung der Fermentwirkung allein durch die Einwirkung der 
Kohlenséure gezeigt hat, wihrend die Schidigung infolge Durch- 
stro6mung mit Sauerstoff unter unseren Versuchsbedingungen 
meist nur gering oder unerheblich war. Dieses Gas schiidigte 
stirker im alkalischen als im sauren Bereich. Ebenso wie die mit 
Kohlensiure allein behandelten Lebersuspensionen haben auch 
Lésungen, bei denen auBer CO, Glutathion, Cystein oder Schwefel- 
wasserstoff zur Anwendung gebracht wurden, eine sehr geschwiichte 
Arginaseaktivitét ergeben, wihrend die mit Sauerstoff durch- 
strOmten Versuche bei saurem Inkubationsmilieu sich in den Fallen, 
in denen etwa 1,5:10-?2 mg pro Kubikzentimeter Glutathion oder 
weniger als 1,5-10-? mg pro Kubikzentimter Cystein im Gesamt- 
ansatz vorhanden waren, wie die Kontrollen ohne oder mit Sauer- 
stoffbehandlung verhielten; dagegen hat die 10fache Menge von 
Glutathion oder von Cystein eine stark hemmende Wirkung auf 
die Argininspaltung gezeitigt. Schwefelwasserstoff haben wir in 
den angewandten Konzentrationen von 1-:10-! mg H,S pro Kubik- 
zentimeter sowohl in den Versuchen mit als auch in den Versuchen 
ohne Begasung als nahezu wirkungslos gefunden. Als Gesamt- 
befunde haben sich also gezeigt: Schddigung der Leberarginase vm 
Suspensionsdurchstrémungsversuch durch CO,, geringe Schddigung 
durch Sauerstoff, starke Schtdigung durch eine Cysteinkonzentration 
von 4,5:10-1 mg pro IXubikzentimeter, schwiichere Schddigung durch 
ee Cysteinkonzentration von 4,5:-10-2 mg pro Kubikzentimeter. Dire 
entsprechenden Werte fiir Glutathion sind 4,5-10-1 mg pro Ixubik- 
zentimeter (starke Schddigung) und 1,5-10-2 mg pro Kubikzentimeter 
(fast keine Schddigung). Bemerkenswert erscheint und wurde in 
anderen Versuchen bestdtigt, daf die Schédigung der Ialbsleber- 
argynase durch Cystein im Bereich alkalischer Reaktion schwéicher 
ast als die Schiidigung ber schwach saurer Reaktion (vgl. die ent- 
sprechenden Befunde von Edlbacher, a.a.0.). 

2. Wir haben nun die Wirkung des Cysteins auf ein Leber- 
arginasepraiparat gepriift, welches nach dem Verfahren von E.Wald- 
schmidt-Leitz, A. Schaffner, J. J. Beck und EK. Blum (a.a. O. 
5.24) durch 2 maliges Extrahieren von Frischleber mit Alkohol und 
nachfolgendes Waschen mit Ather gewonnen worden war. Dieses 
Praparat hatte zwar nicht die gesamte Aktivitét der Arginase- 
wirkung durch die Behandlung mit Alkohol eingebiiBt, war aber 
um etwa 50°/, in seiner Wirksamkeit geschwicht. Zur Priifung 
der Frage, ob eine Aktivierung der verminderten Aktivitaét durch 
Sulfhydrylverbindungen oder durch Schwefelwasserstoff oder durch 
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Zugabe des Alkoholextraktes méglich ist, haben wir Versuche mit 
verschiedenen Mengen von Cystein und Glutathion angesetzt; 
weiterhin priften wir die Wirkung der Zugabe des eigenen Ex- 
traktes in dquivalenter und iberschiissiger Menge. Es wurde 
gefunden, daB ebenso wie Frischleber auch das extrahierte 
Leberpraparat durch die Zugabe von Sulfhydryl- 
verbindungenin seiner Wirksamkeit gehemmt werden kann. 
Wir fanden eine deutliche Hemmung der Arginasewirkung bei Be- 
nutzung von 4,5:10-!'mg pro Kubikzentimeter Glutathion, 
1,5-:10-* mg pro Kubikzentimeter Cystein. Steigende Konzen- 
trationen der Sulfhydrylverbindungen erzeugten steigende Hem- 
mung der Aktivitét des Fermentes. Schwefelwasserstoff in einer 
Konzentration von 1-:10-! mg pro Kubikzentimeter Spaltungs- 
ansatz zeigte keine Wirkung auf den Spaltungsverlauf; die Zugabe 
der aquivalenten Menge des alkoholischen Extraktes bewirkte 
ebenfalls keine Reaktivierung des Enzyms. Eine von uns einmal 
beobachtete schwache Aktivierung durch Zugabe der 10-fachen 
Extraktmenge konnte nicht reproduziert werden. 

8. Ebenso wie bei der mit Alkohol extrahierten Kalbsleber 
konnten wir bei einem Rattensarkom, das nach der Angabe von 
Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner, J. J. Beck und E. Blum 
mit Alkohol extrahiert war, weder durch Zugabe von Glutathion 
noch durch Zugabe des eigenen Extraktes die vor der Extraktion 
vorhandene Aktivitét wieder herstellen. Durch die letzten von 
Edlbacher, Kraus und Walter (a. a. O.) publizierten Befunde 
diirfte die scheinbare Inaktivierung von Arginasepraparaten durch 
Alkohol, Aceton oder andere Losungsmittel in einem Unloslich- 
werden des Fermentes in den gebrauchlichen Lésungsmitteln 
Wasser und Glycerin seine Erklarung finden, da Edlbacher fest- 
stellen konnte, daB ein Aktivitaétsverlust der Préparate in Wirk- 
lichkeit nicht vorhanden ist und man das Ferment unversehrt aus 
alkoholbehandelten Trockenpraparaten extrahieren kann, wenn 
man mit Wasser oder Glycerin unter Zusatz von Puffer extrahiert. 
Unsere Befunde zeigen, da8 Glutathion auch in schwachen Konzen- 
trationen ein ausgesprochener Hemmungskorper fir die Leber- 
arginase ist und kénnen daher zuniichst nur schwer mit der Ansicht 
von Waldschmidt-Leitz, Schaffner und Kocholaty in Ein- 
klang gebracht werden. 

4, Kine weitere von uns angesetzte Versuchsreihe wurde mit 
verschiedenen Glutathion- und Cysteinkonzentrationen beschickt, 
um den HinfluB der Giftverdiinnung auf den Spaltungseffekt der 
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Arginase zu priifen. Es wurde gefunden, da8 noch 1,5-10-? mg 
pro Kubikzentimeter Cystein eine deutliche Hemmung der Aktivitit 
der Arginase bewirkt ; geht man zu Konzentrationen von1,5-10-%mg 
pro Kubikzentimeter Cystein itiber, so verschwindet die hemmende 
Wirkung der Verbindung, ohne da auch in diesem Bereich eine 
deutliche Aktivierung festgestellt werden kann. 

5. Wir haben unsere Versuche auf weiteres Tiermaterial, be- 
sonders auch auf sarkomatése Ratten erstreckt. Es wurde dabei 
gefunden, wie spiter mitgeteilt werden soll, da8 in vielen Fallen 
die hemmende Wirkung der Sulfhydrylkérper sowohl im schwach 
sauren, wie auch im alkalischen Bereich in eine Indifferenz oder 
gar in eine Aktivierung umschlagen kann. Diese Befunde haben 
uns veranlaBt, der Ansicht Edlbachers beizutreten, daB die 
Wirkung der Sulfhydrylkorper unter den Versuchsbedingungen 
nicht nur auf einer direkten Beziehung zum Ferment — unserer 
Ansicht nach als Hemmungsk6érper — beruht, sondern da8 unseres 
Ermessens auch eine Reaktion der Sulfhydrylverbindungen mit 
dritten Stoffen zu diskutieren ist, wobei man annehmen kann, dab 
eine gegenseitige Absattigung dieser und der Sulfhydrylverbindung 
zu einer scheinbaren Aktivierung Anla8 gibt. Die Aktivierung der 
Arginase soll von uns zunachst in diesem Sinne aufgefaBt werden, 
wobei andere Méglichkeiten noch weiter zu verfolgen sind. Es sei 
hier betont, daB auch Salaskin und Solowjew in ihrer zweiten 
ausfiihrlichen Mitteilung (a. a. 0.) nach Absendung ihres Manu- 
skriptes fanden, daB sich Cystein zu Arginasepraparaten verschie- 
dener Herkunft verschieden verhilt. Die Ergebnisse hangen also 
auch hier von anderen Faktoren ab. 

Entsprechende Versuche mit Glutathion zeigen analoge Be- 
funde. Bereits 7,5-10-? mg pro Kubikzentimeter Glutathion lassen 
die Aktivitat der Arginase deutlich herabsinken, wahrend 
1,5-10-? mg pro Kubikzentimeter der Sulfhydrylverbindungen 
nur noch geringe Effekte zeitigen. Spaltungsansitze, die in der 
Inkubationsphase 1,5-10-? mg Glutathion pro Kubikzentimeter 
enthalten, lassen nicht erkennen, daB sinkende Konzentrationen 
der Schwefelverbindung eine Aktivierung der Arginase bewirken 
kénnen. Bemerkenswert ist bei den Versuchen mit Glutathion der 
steile Anstieg der Giftwirkung im Bereich von 1,5-10-? bis 
7,5:10-2 mg pro Kubikzentimeter Glutathion. Alle geschilderten 
Versuche wurden beim optimalen px der Arginasewirkung durch- 
gefiihrt; sie lassen erkennen, da die Wirkungsweise der Sulf- 
hydrylverbindungen unter den von uns eingehaltenen Bedingungen 
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stark auf der Seite der Reaktionshemmung in bezug auf die 
enzymatische Spaltung des Arginins liegt. Auch bei der Benutzung 
von Blausiure konnten wir unabhingig von Edlbacher eine 
Hemmung der Arginasewirkung beobachten. 

Es mége erwahnt werden, daB die von uns bei der Bestimmung des 
Arginins angewandte Methodik abweichend von Edlbacher, Salaskin und 
Waldschmidt-Leitz eine Halbmikromethodik war. Sie wurde von Klein 
und Taubéck?’) fiir Argininuntersuchungen an Pflanzen erprobt und hat sich 
uns an sehr zahlreichen Versuchen tiber Arginin und Arginase am Tier sehr 
bewahrt.”) Die Fehlergrenze geht in die bei Enzymversuchen unvermeidbaren 
Fehler ein. Wir arbeiteten im allgemeinen in den Spaltungsansatzen mit 
nicht mehr als 5 mg Arginincarbonat und verfolgten den Abbau des Arginins 
im Colorimeter (vgl. experimenteller Teil). 

Die bemerkenswerte Parallele, die nach den Angaben von 

E. Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner und W. Kocholaty im 
Aktivierungsverhalten zwischen Papain, Kathepsin und Arginase 
besteht, 1a8t uns die Frage zur Diskussion stellen, ob nicht im 
Falle der Arginase ein Aktivierungseffekt durch eine Aktivierung 
von proteolytischen Enzymen vorgetiuscht werden kann; dies um 
so mehr als — wie teilweise bekannt*) und auch in der folgenden 
Abhandlung naher erliutert wird — Proteine und Produkte des 
EiweiBzerfalls stark hemmend auf die Arginase einwirken kénnen. 
{ine beschleunigte Entfernung proteolytischer Zwischenprodukte, 
etwa infolge einer Erweiterung der Spezifitét der katheptischen 
Enzyme, kénnte in einer scheinbaren Aktivierung der Arginase 
ihren Ausdruck finden. 


Experimenteller Teil. 


1. Die Argininbestimmungsmethode.‘) 


Notwendige Lésungen: Natronlauge 25°/,ig, 
0,02°/, a-Naphthol, 
Bromlauge, hergestellt durch Auflésen von 
1,8 cem Brom in 500 ccm 5°/jiger Natronlauge, 
40°/,ige Harnstofflésung. 


Ausfiihrung der Messung: 1 ccm der gegebenenfalls vorher geklarten 
Lésung des Versuchsansatzes (Zentrifugieren, Filtrieren) 14Bt man zwecks 


1) G. Klein u. K. Taubéck, Biochem. Z. 251, 10 (1932). 

2) G. Klein u. W. Ziese, im Druck. 

3) Edlbacher, Krause u. Merz, diese Z. 170, 68 (1927); Merz, 
Sitz.-Ber. Heidelberger Akademie 1927. 

4) C.J. Weber, J. of biol. Chem. 86, 217 (1930); S. Sakaguchi, J. 
Biochem. Japan. 5, 25 (1925). Ein Vergleich mit der Ureasemethode wird 
von uns in einer spateren Mitteilung veréffentlicht. 
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Stoppung in 2 n-HSO, einlaufen; die Schwefelsiure (1 cem) befindet sich in 
einem MeBkolben von 25 ccm Inhalt. Man fiillt bis zur Marke auf. Von der 
Lésung entnimmt man 1 ccm (bzw. gegebenenfalls 2 ccm), vermischt mit 
2 ccm (bzw. 1 ccm) destilliertem Wasser und 1 cem 10°/,iger Natronlauge, 
sowie mit 1 ccm der 0,02°/,igen a-Naphthollésung. Die Mischung wird in 
einem eisgekiihlten Reagenzglas hergestellt und nach genau 5 Minuten langem 
Stehen im Eis mit 0,5 ccm der Bromlauge und 1 ccm 40°/,iger Harnstoff- 
lésung versetzt. Hierauf 148t man wiederum genau 5 Minuten stehen und 
colorimetriert gegen folgenden Standard: 

1 cem 0,001°/, Argininlésung, 

2 ccm Wasser, 

lcem 10°/,ige Natronlauge, 

1 ccm 0,02°/,ige a-Naphthollésung. 


Man laBt 5 Minuten in Eis stehen und fiigt wie beim Hauptansatz darauf, 
0,5 ccm Bromlauge und | ccm 40°/,ige Harnstofflésung hinzu. Nach 5 Minuten 
langem Stehen wird colorimetriert. Die Behandlung des Standards erfolgt 
also ebenso wie diejenige des Versuches. 

Die Genauigkeit ergibt sich aus folgender Tabelle. 


Tabelle 1. 


mg | Werte in mg pro 
wt 10 cem Ansatz 

Ansatze a Cee tne Bemerkung 
vor- Arginin o/) 

handen | gefunden | Fehler 








1 | 10cem Puffer-Arginin | leem(I) bzw. 2cem(II) 

















+ 5H,O 2,10 1,96 (1) 7 der Ansatzlésung 
2 | 8ccem Puffer-Arginin wurde auf 25ccem ver- 
+ 7H,O 1,68 1,68 (1) — diinnt. Davon ent- 
3 | 6ccm Puffer-Arginin nahm man | cem zu- 
-+ 9H,O 1,26 1,26(II) | — Messung. 
4 | 4ccm Puffer-Arginin | 
+ 11H,O 0,84 0,88 (II) 4 


2. Methodik der Gasdurchstromungsversuche. 


Versuch 1. 1,5 g durch die Tumormiihle gedrehte frische Kalbsleber 
mit einem Trockengehalt von 21,4°/, wurden im 100-cem-MeBkolben mit 
destilliertem Wasser zur Marke aufgefiillt. Von der Suspension wurden je 
1 ccm zu den in der Tab. 2 ausgefiihrten Versuchen entnommen. Man fiillte 
unter Zugabe von Wasser, Cystein, Glutathion oder Schwefelwasserstoffwasser 
(gesattigt bei 20°) auf 5 ccm auf und leitete, nachdem in kleine braune Flasch- 
chen gefiillt war, durch die Suspension Kohlensiure (Versuch 1—3) oder 
Sauerstoff (Versuch 4—6) oder lieB ohne Begasung (Versuch 7—9). Das Durch- 
leiten geschah bei 30° eine Stunde lang; hierauf wurde noch unter VerschluB 
90 Minuten lang ohne Gaszufuhr stehen gelassen und dann je 10 cem Puffer 
(px 9,5) (Glykokollnatronlauge 1/,, m) und je 5 mg Arginincarbonat, gelést in 
Puffer, zugegeben. Beginn der Spaltung. Am Anfang, nach !/, und nach 
1 Stunde wurde eine Probe von je 1 ccm entnommen und im 25-ccm-MeB- 
kolben durch n/2-H,SO, gestoppt. Die Bestimmung geschah, wie oben be- 
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schrieben, durch colorimetrischen Vergleich gegen ein Standard mit bekannter 
Argininmenge. In der Tab. 2 sind der Vollstindigkeit halber Colorimeter- 
ablesungen (I), Gehalt der Ansitze pro Kubikzentimeter an Arginin (II) und 
prozentuale Spaltung (III) bei den betreffenden Entnahmen angegeben. 
















































































200 wi 
SS ZN 
= Yj \Y 
400 = 
= Y YG =y/ 
GYj,\z 
YU) NEY 














04474 =e 
72384%S56 78 I9MN I2 


SN Begasung CO, = Begasung 02 i ohne Begasung 
Fig. 1. 
Die Ergebnisse der Tabelle werden erlautert durch die Fig. 1, in welcher 


die Einstundenwerte (ausgedriickt in vorhandenen Arginin-Milligramm pro 
10 ccm Spaltungsansatz) auf der Ordinate aufgetragen wurden. 


Versuch 2. Dieser Versuch stellt eine Reproduktion des_ vorher- 
gehenden Versuches dar mit dem Unterschied, daB hier auBer der verdiinnten 
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Fig. 2. 
G, = 1,5-10-* mg Glutathion pro ccm, 
Ge = 4,5-10-! mg a - os 
C, = 1,5-10-* mg Cystein pro ccm, 
Versuch 13, 14 u. 15, Kontrollen ohne Zusitze. 






































auch eine konzentriertere Glutathionlésung gegeben wurde, ferner wurde eine 
geringere Cysteinkonzentration angewandt. Durchstrémung und Inkubation 
ohne Pufferung, darauf Spaltung bei py = 9 (ohne Durchstrémung), Kalbs- 
leberarginase (Frischsuspension). Die Tabelle mit den genauen Zahlen ist aus 
Raumgriinden weggelassen, die Ergebnisse in Fig. 2 dargestellt. 
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Die Versuche 1 und 2 zeigen einmal die Wirkung der Kohlen- 
siure und zum anderen die Wirkung kleinerer und gréBerer Kon- 
zentrationen der Sulfhydrylverbindungen. Die eigentliche Spaltung 
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Fig. 4. 


erfolgte nach der Einwirkung der Gase. Ks hat den Anschein, als 
ob die CO,-Schidigung der Arginase nicht reversibel ist. 
Versuch 3. Der folgende Versuch unterscheidet sich von den Ver- 


suchen 1 und 2 dadurch, daB das Einleiten der Gase bzw. die Inkubation bei 
gepufferter Lésung geschah. Inkubationsdauer 1 Stunde, px 9,2, darauf 
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Spaltung. Die Ansiatze mit CO,-Durchstrémung zeigten ein Absinken des 
Reaktionsmilieus. Die Fig. 3 entspricht dem Versuch mit schwach saurem 
Inkubationsmilieu; die Fig. 4 dem Versuch mit alkalischem Inkubationsmlieu. 

Man erkennt deutlich, daB im sauren Inkubationsmilieu die 
Schadigung durch Sauerstoff kleiner ist als im alkalischen Milieu; 
wiihrend umgekehrt die Schidigung durch Cystein im alkalischen 
Milieu kleiner ist, ja fast verschwindet im Vergleich zu dem Befund 
im sauren Medium. Auf der Fig. 3 liegt die Kurve des Cysteins 
iiber der des Sauerstoffs, in Fig. 4 dagegen unter der des Sauer- 
stoffs. Verkleinerte Ordinaten entsprechen gesteigerter Spaltung, 
da die noch vorhandenen Milligramm Arginin pro 10 cem Spaltungs- 
ansatz auf der Senkrechten und die Reaktionsdauer auf der Wage- 
rechten aufgetragen wurde. Die Gestalt der Kurve des Sauer- 
stoffs scheint darauf hinzuweisen, daB die Schidigung der Arginase 
durch das Gas reversibel ist. 

Versuch 4. Dieser Versuch unterscheidet sich von den Versuchen 1 


und 2 dadurch, daB von vornherein der fertige Spaltungsansatz hergestellt 
und mit den Gasen behandelt wurde. 1 ccm Lebersuspension (1,5 g auf 100cem) 
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Fig. 5. 
Durchstr6mung von Arginasespaltungsansitzen ohne Inkubation 
bei Pufferung mit Glykokoll -Natronlauge. 


G, = 1,5-10-? mg Glutathion pro ccm 
Ge= 4,5-10- mg ” ” ” 
C, = 1,5-10-* mg Cystein seal as 


Versuch 183—15. Kontrollen ohne Zusatze. 


versetzte man mit Glutathion, Cystein oder Schwefelwasserstoff, fiillte auf 
5 ccm auf und gab sofort 10 ccm Puffer, enthaltend 5 mg Arginin, hinzu. Der 
jeweils angesetzte Versuch wurde sofort dem langsam strémenden Gase aus- 
gesetzt. Da hier von vornherein 15 ccm mit den gleichen Sulfhydrylkérper- 
mengen behandelt wurden, wie friiher 5 cem der Ansatze (ohne Puffer und 
Substrat), ist die Konzentration der Schwefelverbindungen in den ersten 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXT. 3 
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2'/, Stunden kleiner als im Versuch 1 und 2. Die Bedeutung der Spalten ist 
dieselbe wie bei jenen Versuchen. Unter den oben angegebenen Bedingungen 
war infolge des Einleitens von CO, eine Verschiebung der Pufferung zu er- 
warten. Die py-Werte wurden vor der Begasung, zu Beginn (10 Minuten) und 
nach der Begasung gemessen und ergaben bei den CO,-Durchstrémungs- 
versuchen Verschiebungen um etwa eine px-EKinheit auf py 8. Die Er- 
gebnisse werden veranschaulicht durch die Fig. 5, die wieder deutlich die 
stark schidigende Wirkung der Kohlensiure, die hemmende Wirkung des 
Glutathions bei Gegenwart von 4,5-10-! mg pro Kubikzentimeter Spaltungs- 
ansatz erkennen laBt, ebenso die Unschadlichkeit von weniger konzentriertem 
Glutathion und Cystein (1,5—4,5-10-? mg/ccem). 

Keine der Figuren zeigt unter den giinstigsten Bedingungen, 
nimlich bei ginzlichem Fortfall der Einwirkung von Kohlensaure 
oder Sauerstoff, eine aktivierende Wirkung von Cystein, Glutathion 
oder Schwefelwasserstoff. In diesem Falle wire eine deutliche Ver- 
kiirzung der Ordinaten in den Vertikalen 9, 11 und 12 zu fordern. 
In Wirklichkeit zeigen alle Figuren im giinstigsten Falle die Gleich- 
heit dieser Ordinaten, also die Indifferenz der schwefelhaltigen 
Verbindungen, eine Tatsache, aus der aber noch nicht der SchluB 
gezogen werden soll, daB den Verbindungen aktivierende Fahig- 
keit in bezug auf die Arginase tiberhaupt fehlt. Um weitere Bei- 
trige zu bringen, ist die Frage der Reaktivierbarkeit von mit 
Alkohol extrahierten Leberpraparaten studiert worden, worauf die 
folgenden experimentellen Daten Bezug nehmen. 


Versuch 5. Behandlung von frischer Kalbsleber wit Alkohol zur Ab- 
trennung etwa anwesender natiirlicher Aktivatoren nach E. Waldschmidt- 
Leitz, A. Schaffner, J. J. Beck und E. Blum. 

20 g fein gemahlene Kalbsleber, welche frisch aus dem Schlachthaus 
bezogen war, wurde zunachst 30 Minuten lang mit 40 com 95°/,igem Alkohol 
geschiittelt, abgesaugt und nochmals 30 Minuten lang mit 70°/,igem Alkohol 
extrahiert. SchlieBlich wurde mit absolutem Alkohol nachgewaschen, mit 
Ather vom Alkohol befreit und im Vakuum iiber CaCl, getrocknet. Riickstand 
3,5 g. Die alkoholischen Extrakte wurden bei niedriger Temperatur eingeengt, 
vereinigt und in dquivalenter und iiberschiissiger Menge neben Glutathion, 
Cystein und Schwefelwasserstoff auf ihre reaktivierende Fahigkeit gepriift. 


Folgende Ansatze wurden durchgefiihrt: 


1. Trockenleber ohne Zusatz (1°/,iger waiBriger Auszug). 

2. - + aquivalente Menge Alkoholextrakt (0,6 cem der auf 
200 ccm aufgefiillten Lésung). 

3. Trockenleber + 10fache Menge Alkoholextrakt. 
+ 0,1 com 0,1°/,iges Glutathion. 
(1 cem 1°/jiger Auszug) +- 0,3 cem 1°/,iges Glutathion. 
+ 0,3 com 0,1°/,iges Cysteinchlorhydrat (neutralisiert). 
+ 0,3 cem 1°/,iges Cysteinchlorhydrat (neutralisiert). 
+ 0,3 com H,S-Wasser gesittigt. 
. Die der Trockenleber aquivalente Menge Frischleber ohne Zusitze. 
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Versuch 1—9 aufgefiillt auf 5ccm und Zugabe von 10 ccm Puffer, 
pu 9, + je 5 mg Arginincarbonat. In der dazugehérigen Fig. 6 sind als Ordi- 
naten die Prozent Spaltung des Arginins und als Abszisse die Spaltungszeiten 


eingetragen. 

Fiir weitere Versuche wurden folgende Lésungen von Cysteinchlorhydrat 
bereitet: 

a) Cysteinchlorhydrat 1°/jig, 












b) ” 0,1°/jig. 
¢) - 0,01°/ ig. 
Von diesen Lésungen wurden benutzt: 
zu Versuch 1 0,3cem_ 1°/, auf 5 ccm Inkubationsgesamtvolumen, 
= “a 2 0O,lccom 1%, , 5ccm a 
a = 3 0,5 ccm 0,1°/, ,, 5 cem io 
“ ‘ie 4 0,lcem 0,1°%/, ,, 5cem 
‘“ i” 5 0,1 cem 0,01°/, ,, 5 cem 7” 
A 
”* Leber frisch 
60 - 
50 - 
40 - jo eee re) 70fach Extralt 
va _— 2 Leber extraliert 
30 - Pi aon —" Leber+xtr. einfach 
at 6--- ------ -O Leber+ Glu. verdunnt 
20 - —— —° Cyst. conz. 
10 - ee A calitis —o G/y, conz. 
7 T T or ‘ 
O V2 7 2 
Wirkung vonZusatzen zu alkoholextrahierter Leber 


Fig. 6. 


Die Ansitze bestanden aus: 

a) 0,3 com Leberarginaseextrakt (nach Edlbacher), 

b) der betreffenden Lésung der S-Verbindung, 

c) Wasser bis zum Gesamtvolumen = 5 ccm. 

Man inkubierte 1/, Stunde bei 30° und setzte die Spaltung durch Zugabe 
von 10 ccm Puffer (Glykokoil-Natronlauge) und 5 mg Arginincarbonat an. 


Fig. 7 gibt eine Darstellung der Hemmungskurven des Cysteins 
und zeigt also eine relativ kraiftige Hemmung der Ochsenleber- 
arginase (dargestellt nach Edlbacher) in Gegenwart von mehr 
als 1,5-10-? mg Cystein pro Kubikzentimeter Inkubationsansatz. 

Fig. 8 gibt eine Darstellung der Hemmungskurve des Glu- 
tathions. Auf der Ordinate wurden die Milligramm Arginin nach 

3* 
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75 Minuten Einwirkungsdauer des Fermentes aufgetragen. Die 
Abszisse stellt in etwas verzerrtem Mafstab die angewandten 
Mengen Glutathion dar. 

Bemerkenswert erscheint bei den Versuchen der relativ steile 
Anstieg der Giftwirkung des Glutathions im Gebiet zwischen 
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Hemmungskurven des Lysterns gegen Ochsenleberarginase 
Fig. 7. 


1,5-10-? und 7,5-10-2 mg Glutathion pro Kubikzentimeter In- 
kubationsansatz. Die einzelnen Ansitze wurden analog wie die 
des vorigen Versuches bereitet. Das Glutathion gewannen wir aus 
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Hemmungskurve des blutathions 
Fig. 8. 


Hefe, im wesentlichen nach der Vorschrift von Hopkins. Die 
notigen Lésungen wurden jeweils frisch bereitet. Irgendwelche 
deutlich aktivierenden Effekte konnten wir in unseren Konzen- 
trationsintervallen beim Glutathion nicht feststellen. 
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Zusammenfassung. 


1. Gelegentlich von Studien iiber Arginasestoffwechsel im 
Tumor durchgefiihrte Versuche tiber die Wirkung von Sulfhydryl- 
verbindungen auf Arginasepriparate wurden mit Riicksicht auf 
die Arbeiten von Salaskin und Solowjew in etwas modifizierter 
Form wiederholt und erweitert. Wir konnten bestitigen, daB die 
Durchstr6mung von Lebersugpensionen mit CO, und O, eine 
Schadigung der Arginase bewirkt. Unter unseren Versuchs- 
bedingungen fanden wir im Gegensatz zu den russischen Autoren 
eine bedeutend stiirkere Schidigung durch CO, als durch O,. Wir 
benutzten aber im Gegensatz zu Salaskin und Solowjew, die 
mit Hundeleber arbeiteten, Kalbs- und Ochsenleberarginase. 

2. Die Vermutung von Salaskin und Solowjew, daB das 
Cystein als Aktivator der Arginase fungieren kann, konnte an der 
Kalbsleber in einem Bereich von 4,5-10-? bis 4,5-10-! mg Cystein 
pro Kubikzentimeter nicht bestiitigt werden. 

Unter den von uns eingehaltenen Bedingungen zeigte Cystein 
auch in geringen Konzentrationen eine stark hemmende Wirkung, 
sowohl im alkalischen wie auch im sauren Inkubationsmilieu 
(4,5-10-2 bis 4,5-10-! mg Cystein pro Kubikzentimeter). 

3. Glutathion erwies sich unter unseren Versuchsbedingungen 
in einem Bereich von 4,5-10-2 bis 4,5-10-1 mg Glutathion pro 
Kubikzentimeter als ausgesprochener Hemmungskorper der Leber- 
arginase. Eine Aktivierung von mit Alkohol extrahierter Leber 
durch Glutathion oder Alkoholextrakt konnte nicht beobachtet 
werden. Auch ein durch Alkoholextraktion geschwichtes Priparat 
aus Flexner-Jobblingschem Rattensarkom konnte durch Glu- 
tathion nicht reaktiviert werden. 

4. Blausiure zeigte sich als Hemmungskoérper der Leber- 
arginase. Schwefelwasserstoff in einer Konzentration von 
1,5-10-1 mg pro Kubikzentimeter Inkubationsansatz war nahezu 
indifferent. Uber die von Finkelscherrer beobachtete Akti- 
vierung kénnen wir nichts aussagen, da wir unsere H,S-Versuche 
nicht variiert haben. 
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Uber die Oxyaminoverbindungen, welche die Biuretreaktion 
zeigen.) 
VIII. Stereoisomerie des Isoserins. 
Von 
Masaji Tomita, Junji Karashima, Yasuo Nakamura 
und Manabu Nakashima. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut in Nagasaki.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. Juli 1932.) 


Unsere Untersuchungen iiber die Stereoisomerie der y-Amino- 
f-oxy-buttersiure hatten den Anschein erweckt, daB bei den 
Oxyaminosiuren, deren Aminogruppe endstandig liegt, iiber- 
ziihlige Isomeren gebildet wiirden.?) In Ubereinstimmung damit 
konnten spiter M. Bergmann und M. Lissitzin®) bei der Zer- 
legung der y-Benzamido-f-oxy-buttersiure auBer den normalen 
Antipoden beide tiberzahlige Isomere gewinnen, die sie als Molekiil- 
verbindungen der beiden Antipoden ansehen zu diirfen glaubten, 
von denen die eine den einen Antipoden, die andere den anderen 
im Uberschu8 enthilt, so daB sie beide noch optisch aktiv sind. 
Nachdem es uns gelang*), aus vier optisch aktiven Formen der 
y-Benzamido-f-oxy-buttersaéure die entsprechenden aktiven Amino- 
siiuren als 2 Antipodenpaare zu isolieren und nachdem das gleiche 
fiir eine Reihe der methylierten Korper erwiesen worden war, war 
es von Interesse zu untersuchen, ob auch andere biuretgebenden 
Oxyaminosiuren, die im Molekiil nur ein asymmetrisches Kohlen- 
stoffatom haben und deren Aminogruppe endstandig liegt, in 
festem Zustande in vier optisch-aktiven Formen von verschiedenem 
Drehungsvermégen auftreten kénnen. 


Diese Anschauung war um so mehr zu beriicksichtigen, als Emil Fischer 
und W. Koelker'®) fiir die aus Leucin und Isoserin erhaltenen Dipeptide die 
Stereoisomeren dargestellt haben. Sie haben beim Aufbau von Leucyl-isoserin 
aus inaktiven Komponenten zwei isomere Racemkérper erhalten. Das gleiche 
Resultat bekamen sie weiter bei der Priifung des «-Brom-isocapronyl-isoserins 
und des Hippuryl-isoserins. Kénnte nun die Isomerie der Leucylisoserine 





1) VII. Mitteilung, Diese Z. 201, 40 (1931). 

2) M. Tomita u. Y. Sendju, Diese Z. 169, 263 (1927). 

3) M. Bergmann u. M. Lissitzin, Ber. chem. Ges. 68, 310 (1930). 
4) M. Tomita u. Y. Sendju, a. a. O. 

5) EK. Fischer u. W. Koelker, Liebigs Ann. 840, 172 (1905). 
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durch eine Verschiedenheit der Peptidstruktur, entsprechend den beiden 
Formeln 

I. C,H,-CH(NH,):CO:NH-CH,:CHOH:COOH, 

Il. CyH,-CH(NH,):COO-CH: COOH 

CH,: NH, , 

bedingt sein, so diirfte man einen erheblichen Unterschied besonders in der 
Basizitét und der dadurch bedingten Fallbarkeit mit Phosphorwolframsaure, 
sowie in der Einwirkung der salpetrigen Saure erwarten. Der Versuch der 
genannten Forscher hat aber gezeigt, daB dies nicht der Fall ist, daB sich viel- 
mehr beide Kérper genau so wie die gewéhnlichen Dipeptide verhalten. Es 
unterliegt also keinem Zweifel, daB die Dipeptide beide Derivate des gewoéhn- 
lichen Leucins sind. Sie betrachten deshalb die isomeren Racemkérper von 
Leucy}]-, «-Brom-isocapronyl- und Hippuryl-isoserin als Stereoisomeren mit den 
gleichen Strukturformeln. 


Diese Betrachtungen gaben uns die Veranlassung, eine Nach- 
prifung des friiheren Versuches Emil Fischers!) iber die optisch- 
aktiven Formen des Isoserins zu wagen. Bereits im Jahre 1907 
hat er in Gemeinsamkeit mit W. Jacobs das inaktive Isoserin mit 
Hilfe der Brucin- und Chininsalze in die optischen Komponenten 
gespalten. Als optisch-aktive Isomeren des Benzoylisoserins haben 
sie dabei die beiden krystallinischen Siauren von [«|p =-+ 10,45° 
und — 10,12° erhalten. Bei der nachfolgenden Spaltung derselben 
erhielten sie ein Antipodenpaar des Isoserins, dessen spezifische 
Drehung -+ 82,4 betragt. Die Verhaltnisse stehen also ganz in 
Ubereinstimmung mit der Theorie und allen experimentellen Er- 
fahrungen an anderen optisch-aktiven Korperklassen. 

Nach wiederholten vorsichtigen Nachpriifungen haben wir 
ein etwas abweichendes Resultat erhalten. Bei unserem Falle 
wurden zwei aktive Benzoylverbindungen aus jedem Brucinsalz 
erhalten, die an und fir sich nach Schmelzpunkt, Léslichkeit, 
optischer Aktivitét und Strukturformeln sich voneinander ver- 
schieden verhalten. Von diesen vier aktiven Formen sind zwei 
Formen die normalen Antipoden und mit den von K. Fischer 
und W. Jacobs dargestellten Verbindungen identisch, deren 
spezifische Drehung -+(11,3—11,7°) betrigt. Den anderen zwei 
Formen von [a]p =-+ 29,4° und — 30,0° ist nach den Analysen 
die Formel C,,H,,N,0, zuzuschreiben. DaB der Korper eine Ver- 
bindung von Benzoesiure und Isoserin ist, ist durch einen 
Spaltungsversuch festgestellt worden. 

. Bei den Hydrolysen konnten wir an freien Aminosiuren nur 
zwei aktive Formen und zwar ein Antipodenpaar des Isoserins 





1) E. Fischer u. W. Jacobs, Ber. chem. Ges. 40, 1057 (1907). 
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darstellen, die mit den aktiven Isoserinen von E. Fischer und 
W. Jacobs in Léslichkeit, Schmelzpunkt und optischer Aktivitit 
iibereinstimmen. 

Das gleiche Verhalten gab die Priifung der racemischen Ver- 
bindungen. Bei der Benzoylierung des Isoserins wurde neben dem 
normalen Benzoyl-isoserin eine gegen Lackmus neutral reagierende 
Substanz dargestellt, die bei 75° schmilzt und nach der Hydrolyse 
Benzoesiure und gewohnliches Isoserin liefert. 

Die wichtigsten Eigenschaften der Aminosiuren und _ ihrer 
Benzoylderivate und das Verhalten der optischen Spaltung seien 
zur leichteren Ubersicht tabellarisch zusammengestellt: 


Rac. Isoserin. 
H,O schwer loslich, 
Alkohol nicht léslich. 

Schmelzp. 242°. 


Y 
Rac. Benzoyl-isoserin. 
H,O schwer loéslich, 
Alkohol leicht léslich. 


KX oO 


Schmelzp. 145—155°. 
| 


Y 
Brucinsalz von Brucinsalz von 
d-Benzoylverbindung 1-Benzoylverbindung 


— 





oo 





d-Verbindung I | d-Verbindung II 
(CypH2,N,0;) 





1-Verbindung I | 1-Verbindung II 


(Benzoy1-1-isoserin) | (Benzoyl-d-isoserin) | (C,,H,,N,0,) 


H,0 leicht lésl. 
Schmelzp. 110°. 
[aJp = + 11,31° 
(in Wasser). 
Ba-Salz 
(Schmelzp. 276°). 


Y 
]-Isoserin. 
H,0 leicht lésl., 
Alkohol nicht lésl. 
Schmelzp. 195°. 
[a]p = — 32,05° 


H,O wenig lésl. 
Schmelzp. 75°. 
| [a]p = + 29,46° 
_ (in 60°/, Alkohol) 
| kein Ba-Salz 

| 

| | 

| | 

| 1-Isoserin. 
_H,O leicht lésl., 
| Alkohol nicht 1. 


| Schmelzp. 195°. 
| [a]p = — 29,83 ° 


| 
| 
| 
| 


— |) 





identisch 








H,0 leicht lésl. 
Schmelzp. 110°. 
[Jp = — 11,26° 
(in Wasser). 
Ba-Salz 
(Schmelzp. 273°) 


Y 
d-Isoserin. 


H,0 leicht losl., 





H,O wenig losl. 
Schmelzp. 75°. 


[«]p = — 30,03 ° 
(in 60°/, Alkohol) 


kein Ba-Salz 


| 
| 


Y 
d-Isoserin. 


| H,O leicht lésl., 


Alkohol nicht los. | Alkohol nicht 1. 


Schmelzp. 185°, 


| Schmelzp. 196°. 


[x]p = + 29,68° | [a]p =+ 30,68° 





— 


identisch 
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Versuchsteil, 

Spaltung des d,1l-Benzoylisoserins. 53,2 g¢ Benzoylisoserin 
(Schmelzp. = 145—155°) werden mit 100,6 ¢ kiauflichem Brucin 
(Kahlbaum) in 1064 cem absolutem Alkohol warm gelést. Beim 
Stehenlassen in Zimmertemperatur beginnt die Krystallisation des 
Brucinsalzes. Am nichsten Tage wird die Krystallmasse ab- 
genutscht und mit kaltem Alkohol gewaschen. Die Krystallmasse 
wurde nach A und die abgenutschte Fliissigkeit nach B behandelt. 

A. Um die Beimengung der isomeren Verbindung zu ent- 
fernen, haben wir die Krystallmasse zuerst aus 800 cem und dann 
3mal aus 500 cem heiBem Alkohol in derselben Weise umkrystalli- 
siert. Die Ausbeute betrug dann 53 ¢. Beim raschen Erhitzen 
schmilzt die Substanz bei 85°. Sie krystallisiert aus Alkohol in 
farblosen, sternformig vereinigten Nadeln (Brucinsalz A). 

B. Die abgenutschte alkoholische Mutterlauge wird auf 
150 ccm eingedampft und bei 0° stehen gelassen. Daraus beginnt 
die Krystallisation allmiéhlich. Nach mehrstiindigem Stehen bei 
0° wird die Krystallmasse abgenutscht und mit kaltem Alkohol 
gewaschen. Das getrocknete Salz wird dann in 200 cem Alkohol 
heiB gelést. Am niachsten Tage wird die wenig ausgeschiedene 
Krystallmasse beseitigt und die Mutterlauge bis auf 100 cem ein- 
geengt und bei 0° stehen gelassen, wobei eine Krystallisation 
erfolgt. Die Ausbeute betrug dann 56 g. Die Verbindung ist hygro- 
skopisch und sie hat keinen scharfen Schmelzpunkt. Man hat 
diese Verbindung als Brucinsalz B weiter behandelt. 

d-$-Benzamido-c-oxy-propionsaure. (Benzoyl-l-isoserin). 50 g 
Brucinsalz A werden in 288 ccm Wasser gelést und die in Eis 
gekiihlte Fliissigkeit mit 84 ccm n-Natronlauge versetzt. Das 
alsbald abgeschiedene Brucin wurde nach 1stiindigem Stehen bei 
0° moglichst scharf abgenutscht, dann nochmals mit etwa 150 cem 
eiskaltem Wasser angeriihrt und wieder abgesaugt. Um aus der 
Lésung die kleinen Mengen Brucin zu entfernen, haben wir sie 
zuerst mit Chloroform und dann mit Ather ausgeschiittelt. Die 
waBrige Lésung wurde jetzt mit 84 ccm n-Salzsiure angesiuert, 
unter stark vermindertem Druck bis zum Sirup verdampft und 
daraus lieB sich das Benzoyl-l-isoserin durch Auskochen mit Alkohol 
oder Essigester isolieren. Da die Verbindung noch hygroskopisch 
war, so haben wir sie zundchst in das Bariumsalz umgewandelt. 
Bei der Behandlung mit iiberschiissigem Bariumcarbonat bekommt 
man ein drusig krystallisiertes Bariumsalz, welches bei 276° 
schmilzt (Bariumsalz des Benzoy]-l-isoserins). 
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Zur Priifung der optischen Aktivitat des Benzoyl-l-isoserins und zugleich 
zur Bariumbestimmung seines Bariumsalzes wurden 2,3377 g Benzoyl-l-iso- 
serin-Ba mit der berechneten Menge verdiinnter Schwefelsaure zersetzt, 
der Bariumsulfatniederschlag mittels eines Goochtiegels abfiltriert und még- 
lichst sorgfaltig gewaschen. Der Niederschlag wurde nach dem Auswaschen 
im Trockenschrank getrocknet. Dabei wurden 0,9936 g BaSO, hinterlassen. 


(C,oH,NO,),Ba Ber. Ba 24,81 Gef. Ba 25,02. 


Das quantitativ gesammelte Filtrat vom Bariumsulfatniederschlag 
wurde in vacuo stark eingeengt und in einem Kélbchen genau bis 25 ccm 
aufgefiillt. Gesamtgewicht der Lésung 25,4560 g. Spezif. Gew. 1,0195. Aus 
2,3377 g des Bariumsalzes des Benzoyl-l-isoserins resultieren nach der Be- 
rechnung 1,7660 g Benzoyl-l-isoserin. In einem 2 dm-Rohr polarimetriert, 
ergab die Lésung der Substanz: « =-+ 1,60°, woraus 


[a]2° =+ 11,319. 
Die Gesamtausbeute des freien Benzoy]-l-isoserins betrug 8,5 g. 


Aus dem Filtrate vom Bariumsalz des Benzoyl-l-isoserins 
kann man durch EKinengen eine nadelférmige Krystallmasse sich 
ausscheiden lassen, welche aus heifem Wasser zentimetergroBe 
Prismen liefert, die bei 75° schmelzen. Ausbeute 1,5 g. Bei Zusatz 
von Schwefelsaiure zeigt diese letztere Verbindung keine Triibung. 
Merkwiirdigerweise reagiert sie gegen Lackmus neutral. Beim 
Trocknen iiber P,O, bei 12 mm und 100° zeigt die Substanz keine 
Gewichtsabnahme. Nach den Analysen ist dem Ko6rper die 
Formel C.9H,,N,0, zuzuschreiben. 

0,1607 g Subst.: 0,3514 g CO, und 0,0889 g H,O. — 0,1514 g Subst.: 
8,7 com N (766 mm, 12,5°). 

Co>H.,N,0, Ber. C5940 H598 N 6,93 
Gef. ,, 59,63 »» 6,19 »» 6,82 

Da die Verbindung im Wasser nicht so leicht léslich ist, so diente eine 
waBrig-alkoholische Lésung fiir die optische Bestimmung. 

1,2671 g Substanz, gelést in 60°/,igem Alkohol und auf 25 ccm auf- 


gefiillt. Gesamtgewicht der Lésung 23,0170 g. Spezif. Gew. 0,9247. Drehte 
bei 20° und Natriumlicht im 2 dm-Rohr 3,00° nach rechts. Mithin 


[x]p =+ 29,46°. 

Es unterliegt also keinem Zweifel, daB man bei der optischen 
Spaltung des racemischen Benzoyl-isoserins zwei dextrogyre 
Korper erhielt. Das gleiche erhalt man auch bei dem Antipoden. 

]-8-Benzamido-c-oxy-propionsdure (Benzoyl-d-isoserin). 53 g 
des Brucinsalzes B werden in Wasser gelést, durch n-Natronlauge 
das Brucin gefallt und das Benzoyl-d-isoserin genau in derselben 
Weise wie der Antipode isoliert. Wenn die geringen Mengen der 
Racemverbindung beseitigt werden, die sich beim Einengen der 
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Lésung ausgeschieden haben, und die Mutterlauge noch weiter 
eingeengt und abgekiihlt wird, so beginnt daraus die Krystalli- 
sation der aktiven Verbindung. Diese Substanz unterscheidet 
sich von dem zuerst krystallisierten Racemk6rper durch den 
niederen Schmelzpunkt, das optische Verhalten und die gréBere 
Loslichkeit in Wasser. Durch die Umkrystallisation aus trockenem 
Essigester bekommt man eine Substanz vom Schmelzp. 110°, welche 
die folgenden Analysenwerte zeigt. 
0,1374 g Subst.: 0,2889 g CO, und 0,0634 g H,O. — 0,1476 g Subst.: 
8,7 com N (19,3°, 761 mm). 
C,)H,,NO, Ber. C 57,41 H 5,21 N 6,70 
Gef. ,, 57,34 » S16 o» G74. 


Fiir die optische Bestimmung diente eine waBrige Lésung: 

1,8211 g Substanz, Gesamtgewicht der Lésung 25,3835 g. Spezif. Gew. 
1,0210. Drehte im 2 dm-Rohr bei 20° und Natriumlicht 1,65° nach links. 
Mithin 

[a]p =— 11,26°. 

Die schwer krystallisierbare Mutterlauge von Benzoy]-d-iso- 
serin wurde mit Bariumcarbonat behandelt. Dabei bekommt man 
ein drusig krystallisiertes Bariumsalz, welches bei 273° schmilzt 
(Bariumsalz des Benzoyl]-d-isoserins). 


Zur weiteren Priifung der optischen Aktivitat des Benzoyl-d-isoserins 
wurden 1,3332g Bariumsalz mit berechneter Menge verdiinnter Schwefel- 
sdure zersetzt, der Bariumsulfatniederschlag abfiltriert und méglichst sorg- 
faltig gewaschen. Der Niederschlag wurde nach dem Auswaschen im Trocken-. 
schrank getrocknet. Dabei wurden 0,5642 g BaSO, hinterlassen. 


(C,5H,)>NO,),.Ba Ber. Ba 24,81 Gef. Ba 24,93. 


Das quantitativ gesammelte Filtrat vom Bariumsulfatniederschlag 
wurde in vacuo stark eingeengt und in einem Kélbchen genau bis 25 ccm auf- 
gefillt. Gesamtgewicht der Lésung 25,2593 g. Spezif. Gew. 1,0117. Aus 
1,3332 g Benzoyl-d-isoserin-Ba resultieren nach der Berechnung 1,0080 g Ben- 
zoyl-d-isoserin. In einem 2 dm-Rohr polarimetriert, ergab die Lésung der 
Substanz: « =— 0,95°, woraus 


[Jp =— 11,73°. 


Die Gesamtausbeute von Benzoyl-d-isoserin betrug 6,8 g. 


Wurde das Filtrat von Bariumsalz des Benzoyl-d-isoserins 
eingeengt, so schied sich eine Krystallmasse aus, die aus heiBem 
Wasser zentimetergroBe Prismen liefert, die bei 75° schmelzen. 
Beim Zusatz von Schwefelsiure zeigt die Substanz keine Triibung. 
Nie reagiert gegen Lackmus neutral. Ausbeute 1,5 g. Die Analyse 
ergab: 
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0,1320 g Subst.: 0,2936 g CO, und 0,0743 g H,O. — 0,1453 g Subst.: 
8,3 ccm N (763 mm, 6,7°). 

Cy9H,,N,0, Ber. C 59,40 H 5,98 N 6,93 
Gef. ,, 59,95 », 6,67 », 6,93. 

Zur Priifung der optischen Aktivitat dieses Kérpers wurden 1,2859 g 
Substanz in 60°/,igem Alkohol gelést. Gesamtgewicht der Lésung 23,0195 g. 
Spezif. Gew. 0,9239. Drehte bei 20° und Natriumlicht im 2 dm-Rohr 3,10° 
nach links. Mithin 


[x]2° =— 30,03°. 


l-Isoserin. Zur Hydrolyse der Benzoylverbindung ist Brom- 
wasserstoffsiiure zu empfehlen. 7,8 g Benzoyl-l-isoserin werden mit 
115 ccm 30°/,iger Bromwasserstoffsiiure 4 Stunden am Riickflub- 
kiihler gekocht. Die erkaltete Flissigkeit wird zur Entfernung der 
Benzoesiure mehrmals ausgeithert und unter vermindertem Druck 
zum Sirup eingedampft. Man ldést den Sirup in Alkohol und gibt 
Ammoniak bis zur alkalischen Reaktion zu. Das 1-Isoserin faillt 
sofort als farbloser Sirup aus, der beim Reiben krystallinisch 
erstarrt. Zur Reinigung lést man die Substanz in Wasser, ent- 
firbt mit Tierkohle und fallt die eingedampfte Flissigkeit wieder 
mit Alkohol. 

0,0509 g Subst.: 0,0636 g CO, und 0,0302 g H,O. 

C,H,NO, Ber. C 34,28 H 6,73 
Gef. ,, 34,07 », 6,63. 

Fiir die optische Bestimmung diente eine waBrige Lésung. 

0,3273 g Substanz. Gesamtgewicht der Lésung 25,0845 g. Spezif. 
Gew. 1,0042. Drehte im 2 dm-Rohr bei 20° und Natriumlicht 0,84° nach links. 
Mithin 

[a]2° =— 32,05°. 

Das ]-Isoserin schmilzt bei 195° (unkorr.) unter Gasentwick- 
lung, also viel niedriger als der Racemkorper. Es ist auch in Wasser 
viel leichter léslich als jener. 

Dieselbe Substanz wurde bei der Hydrolyse von d-Verbin- 
dung IT (C,,H,,N,0,) dargestellt. 1,5 g der Verbindung C.)9H,,N,0, 
(Schmelzp. = 75°) werden mit 22,5 ccm 30°/jiger Bromwasser- 
stoffsiure hydrolysiert. Nach der Entfernung der Benzoesiéiure 
wurde die Aminosiure durch Alkohol gefallt. Dieses Produkt 
zeigte die gleichen EKigenschaften wie das I-Isoserin. Nur im 
Drehungsvermégen fand man einen kleinen Unterschied. 


0,0510 g Subst.: 0,0637 g CO, und 0,0314 g H,0. 


C,H,NO, Ber. C 34,28 H 6,73 
Gef. ,, 34,06 —,,_ 6,88. 
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0,3550 g Substanz, gelést in Wasser. Gesamtgewicht der Lésung 
25,0520 g. Spezif. Gew. 1,0043. Drehung bei 20° und Natriumlicht im 2-dm- 
Rohr 0,85° nach links. Mithin 


[x]2° =— 29,83°. 


d-Isoserin. Die Hydrolyse der Benzoylverbindung und die 
Isolierung der Aminosiiure wurden genau so ausgefiihrt wie beim 
Antipoden. Aus 4,9g Benzoyl-d-isoserin (Schmelzp. = 110°) 
wurden 2 ¢ d-Isoserin dargestellt. Die Kigenschaften sind die- 
selben wie beim Antipoden mit Ausnahme der Drehungsrichtung. 


0,0521 g Subst.: 0,0650 g CO, und 0,0317 g H,0. 
C;H,NO, Ber. C 34,28 H 6,73 
Gef. ,, 34,02 », 6,80. 

Fiir die optische Bestimmung diente eine waBrige Lésung. 

1,6210 g Substanz. Gesamtgewicht der Lésung 25,6826 g. Spezif. 
Gew. 1,0278. Drehte im 2 dm-Rohr bei 20° und Natriumlicht 3,85° nach 
rechts. Mithin 

[a]2° =-+ 29,689. 


Die Verhaltnisse der 1-Verbindung II (Cy )H,,N,0,) bei der 
Hydrolyse liegen genau so wie beim Antipoden. Wir begniigen uns 
deshalb, die zahlenmaéBigen Belege anzufiihren. 


0,0502 g Subst.: 0,0629 g CO, und 0,0296 g H,0. 
C,H,NO, Ber. C 34,28 H 6,73 
Gef. ,, 34,17 »» 6,59. 

0,4438 g Substanz, in Wasser gelést. Gesamtgewicht der Lésung 25,1910¢. 
Spezif. Gew. 1,0083. Drehung bei 20° und Natriumlicht im 2 dm-Rohr 1,09° 
nach rechts. Mithin 

[~]2° =-+ 30,68°. 


Racemische Benzoylverbindungen. Nach der Vorschrift von 
EK. Fischer und W. Jacobs!) wurden 7 g d,]-Isoserin in 67 cem 
n-Natronlauge gelést, auf 0° abgekiihlt und unter kraftigem Schiit- 
teln in 10 Portionen 30 g Benzoylchlorid und 200 cem 4 n-Natron- 
lauge zugegeben. Man fiigt dann so viel konzentrierte Salzsiiure 
hinzu, daB alles Natrium in Chlornatrium verwandelt wird. Dabei 
fillt ein dicker Brei von Benzoesiiure aus. Wenn man die von 
Benzoeséure abgenutschte Flissigkeit unter stark vermindertem 
Druck einengte, so erfolgte eine Krystallisation von normalem 
Benzoyl-isoserin. Nach wiederholter Umkrystallisation schmilzt 
die Substanz bei 155° (unkorr.). 





1) E. Fischer u. W. Jacobs, a. a. O. 








AG M. Tomita und Mitarbeiter. Uber die Oxyaminoverbindungen usw, 


Wenn man das Filtrat von Benzoy!]-isoserin stark einengt und 
im Hisschrank stehen ]éBt, so beginnt allmahlich eine Krystalli- 
sation von zentimetergroBen Prismen oder Plaittchen. Um das 
Kochsalz zu beseitigen, nimmt man die Krystallmasse in Alkohol 
auf und nach Imaligem Umkrystallisieren bekommt man eine 
gegen Lackmus neutral reagierende Substanz, die kein Bariumsalz 
bildet und scharf bei 75° schmilzt. Bei der nachfolgenden Spaltung 
derselben erhielten wir Benzoesiure und Isoserin. Die Vergleichung 
der obenerwihnten Eigenschaften dieser Substanz mit denjenigen 
der aktiven Verbindung C,)H,,N,0, ergab also die vollste Identitat 
beider Korper. Mit der Konstitutionsermittlung der Verbindung 
Cy 9H,,N,O0, sind wir jetzt beschaftigt. Nur médchten wir auf den 
Umstand hinweisen, daB diese Substanz bei dem Umkrystalli- 
sieren aus Alkohol leicht in gew6hnliches Benzoyl]-isoserin tibergeht. 


Der Kaiserlichen Akademie danken wir ehrerbietigst fiir die 
Gewahrung von Mitteln. 
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Gravimetrische Mikrobestimmungen des Schwefels 
in biologischem Material. 
Von 


Heinrich Waelsch und Gertrud Klepetar. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Deutschen Universitat in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Juli 1932.) 


Die intensive Beschaftigung mit den Problemen des Schwefel- 
stoffwechsels in den letzten Jahren hat eine Reihe neuer Probleme 
und Fragestellungen kennen gelehrt.!) Trotzdem stehen wir mit 
unseren Vorstellungen ber den inneren Kreislauf des Schwefels 
und seiner Derivate im Organismus noch am Anfang der Erkenntnis. 
Dies ist nicht zum geringen Teil Folge des Mangels an geeigneten, in 
Serien ausfiihrbaren, mit analytischer Genauigkeit arbeitenden Be- 
stimmungsmethoden in biologischen Materialien. 

Es hat nicht an Versuchen gefehlt, die in der organischen 
Elementaranalyse geiibten Bestimmungsmethoden des Schwefels 
dem Physiologen brauchbar zu gestalten. Prinzipiell konnen zwei 
methodische Richtungen aufgezeigt werden. Die Substanz wird ent- 
weder bei alkalischer Reaktion im offenen Tiegel verascht (As both)?) 
oder bei saurer Reaktion im geschlossenen Rohr (Carius). Be- 
sonders im Harn und schwefelhaltigen Fliissigkeiten biologischer 
Herkunft wird in letzter Zeit zur Veraschung das von Benedikt?) 
angegebene, von Denis‘) modifizierte Gemisch viel verwendet. 
Es besteht aus Kupfernitrat, Ammonnitrat und Natriumchlorid. 
Der pu der waBrigen Lésung liegt nach unseren Messungen un- 
gefahr bei 3. Es handelt sich also um einen Aufschlu8 im offenen 
Tiegel in saurem Milieu. Hoffmann und Gortner’) haben mit 





1) Vgl. Zeynek, Karlsbader arztliche Vortrage 13 (1931). 
2) Folin, J. of biol. Chem. 1, 131 (1905/06); Abderhalden u. Funk, 
Diese Z. 58, 331 (1908/09); nach der Methode von Pringsheim. 
3) J. of biol. Chem. 6, 363 (1909); 8, 499 (1910). 
4) J. of biol. Chem. 8, 402 (1910). 
5) Amer. Soc. 45, 1033 (1923). 
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dem Benedikt-Denisschen Gemisch allein, Zahnd und Clarke?) 
nach vorheriger Oxydation der zu analysierenden Substanz mit 
Salpetersiiure die Verwendbarkeit des Gemisches zum AufschluB 
verschiedenster organischer Verbindungen gezeigt. Halverson?) 
hat es nach vorheriger Oxydation mit Salpetersiure zur Schwefel- 
bestimmung in Fett und Faces verwendet. Das Veraschungs- 
gemisch von Benedikt-Denis scheint von vornherein auch fiir 
mikrochemische Zwecke geeignet zu sein. 

Die Filtration von Niederschliigen in der Mikrochemie, ins- 
besondere des Bariumsulfats, ist jetzt durch das einfach und 
zuverlaBlich zu handhabende Filterstaébchen KE michs’?) fehlerfrei ge- 
worden. Durch die gemeinsame Wigung von Fallungsgefi® und 
Filterstibchen, weiterhin durch das erleichterte abwechselnde 
Gliihen und Waschen, wodurch Okklusionen griindlicher entfernt 
werden kénnen, schlieBt das Arbeiten mit Filterstaébchen eine Reihe 
von Fehlerméglichkeiten anderer Filtrationsapparaturen aus. Bene- 
detti-Pichler*) hat die allgemeine Anwendbarkeit des Filter- 
stibchens fiir anorganische Trennungen, Schwarz-Bergkampf®) 
die genaueren Bedingungen des quantitativen Arbeitens damit 
kennen gelehrt. Heller und Meyer®) haben die Methoden der 
Preglschen Mikroanalyse und, was uns hier besonders angeht, die 
Schwefelbestimmung nach Carius mit der Filtration mit Filter- 
stibchen kombiniert. 

In konsequenter Weiterfiihrung des dem Filterstaébchen zu- 
grundeliegenden Prinzips muB es als eine weitere bedeutende Ver- 
einfachung erscheinen, die zu analysierende Substanz' in dem 
gleichen Tiegel einzuwaégen, in dem nach Veraschung, 
Fillung und Wiaigung des Bariumsulfats vor sich gehen 
soll. Vorbedingung war eine Veraschung, die den Tiegel nicht 
angreift. Durch Modifikation des Benedikt-Denisschen Ver- 
aschungsgemisches kamen wir zu einer geeigneten Aufschlub- 
methode. Orientierende Versuche mit dem urspriinglichen Benedikt - 
Denisschen Gemisch, die sonst nach der spiater angegebenen 
Methode an analysenreinem Cystin und an Kaliumsulfat aus- 
gefiihrt wurden, gaben zu niedrige Analysenwerte. 


1) Amer. Soc. 52, 3275 (1930). 

2) Amer. Soc. 41, 1494 (1918). 

8) Emich, Praktikum der Mikrochemie 1924; Lehrbuch der Mikro- 
chemie 1926. 

4) Z. anal. Chem. 64, 40 (1924). 

5) Z. anal. Chem. 69, 321 (1926). 

6) Z. anal. Chem. 71, 117 (1927). 
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atin, | Lingewogen | Gef. BaSO, 7” ni io Differenz 
Cystin mg mg Gef. 9, S | Ber. % S in °/, 
50,915 95,4 25,89 i 26,67 — 0,78 
2,270 3,91 23,66 26,67 — 3,01 
1,080 1,760 22,48 26,67 — 4,19 





Ist es schon bei diesen Analysen von reinem Cystin wahr- 
scheinlich, daB die Verluste nicht durch eine mangelnde Oxydation, 
sondern durch Verfliichtigung der verschiedenen sauren Oxy- 


dationsstufen des Schwefels beim 


Gliihen bei 


saurer Reaktion 


entstehen, so wird dieser Verdacht bei Analysen von reinem 
Kaliumsulfat zur Gewibheit. 


Kaliumsulfat, zur Analyse, Merk. 


























nH Gef. BaSO, 0/ . * ’ .  Differens 

Kinwage in mg Ber. °/, 8 Gef. °/, S in °/, 
2,185 2,780 18,4 17,47 — 0,93 
3,125 3,465 18,4 15,23 — 2,17 
2,920 3,496 18,4 16,44 — 1,96 


Denis und auch andere der Autoren geben gut stimmende 
Kontrollanalysen mit dem sauren Gemisch. Es mu8 wohl an- 
genommen werden, daB unter den Bedingungen der Mikroanalyse 
sich die Schwefelverbindungen leichter in fiir das Resultat betricht- 
licher Weise verfliichtigen als bei der Makroanalyse. 

Schlagartig andern sich die Ergebnisse nach Alkalisieren des 
Veraschungsgemisches. Nun gelingt es leicht nach der spiiter an- 
gegebenen Methodik gute Analysenresultate zu erhalten. Unser Ver- 
aschungsgemisch wurde folgendermaBen dargestellt: 25 g Kupfer- 
nitrat (reinst, Kahlbaum), 10g Ammonnitrat (zur Analyse, 
Merk), 25 g Natriumchlorid (zur Analyse, Merk) gelést in 100 cem 
destilliertem Wasser. 15 ccm dieser Lésung wurden dann jeweils 
mit ungefihr 3 ccm gesattigter Sodalosung (Natriumearbonat zur 
Analyse, Merk) versetzt, bis Kupferhydroxyd ausfiel bzw. bis 
zur Jackmusalkalischen Reaktion. Vor der Entnahme wird das 
Oxydationsgemisch gut umgeschiittelt. 5 ccm des alkalischen 
Gemisches gaben bei der Blindbestimmung keine wigbaren Mengen 
Bariumsulfat. Der px des Gemisches war ungefihr 7,2. 

Zur Verwendung kamen nur die Porzellantiegel der Berliner 
Porzellanmanufaktur, da wir mit anderen Tiegelsorten keine guten 
Erfahrungen machen konnten. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXI. 
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Z. B. nahmen Rosenthaltiegel von Bestimmung zu Bestimmung in unter- 
einander unkontrollierbarer Weise bis zu 200 Mikrogramm zu. Auch konnten 
diese Tiegel nach einer Bestimmung trotz energischen Reinigens nicht mehr 
weiB erhalten werden. 

Zur Orientierung tiber die Angreifbarkeit der verwendeten Tiegel kénnen 
die Gewichte reiner Tiegel vor einer Analyse und der wieder gereinigten nach 
der Analyse dienen. 



































a. Vor Nach Differenz in |Umgerechnet auf 
Tiegel Nr. | der Analyse | der Analyse | Mikrogramm | Mikrogramm S 
I 8,258 130 8,258 125 5 0,69 
I 8,258 125 8,258 105 20 2,76 
II 8,076420 8,076 400 20 2,76 
Ill 8,259 398 8,259383 15 2,07 
IV 8,353 685 8,353 680 5 0,69 
IV 8,353 680 8,353 660 20 2,76 


Ks zeigt sich, daB die Gewichtsverluste, welche die Tiegel (der 
Berliner Porzellanmanufaktur) wihrend der Ausfiihrung der Be- 
stimmung erleiden, fiir das Resultat vernachlissigt werden kénnen. 
Die Gewichte der Tiegel samt Filterstibchen iiberstiegen nie 10 g. 
Die Mikrofilterstiibechen, Mikroporzellanfilterstibchen der Berliner 
Porzellanmanufaktur, bewahrten sich ausgezeichnet durch mehr 
als 50 Bestimmungen. Gereinigt wurden sie ebenso wie Tiegel, 
immer nur durch scharfes Abspritzen mit Wasser. 


Gang der Bestimmung. 

Die mit Leitungswasser und dann mit destilliertem Wasser 
gereinigten Tiegel und Filterstibchen werden im Sandbad, das durch 
einen Bunsenbrenner auf ungefihr 150° erhitzt ist, getrocknet 
(10 Minuten). Um die Tiegel vor der direkten Bertthrung mit dem 
Sand zu schiitzen, werden sie in gréBeren Tiegeln ins Sandbad 
gestellt. Dann werden die Tiegel mit dem darin stehenden Filter- 
stibchen 2 Minuten auf dunkle Rotglut im Tondreieck direkt iiber 
freier Flamme gegliiht, kommen auf 10 Minuten in einen un- 
beschickten Exsiccator und auf 15 Minuten in die Mikrowage (wir 
bedienten uns entweder einer Kuhlmannwage oder einer Sartorius- 
wage mit Lupenablesung). Als Tara dient nach dem Vorschlag 
von Schwarz-Bergkampf ein ungefihr gleich groBer Porzellan- 
tiegel. Nun wird erst der Tiegel mit Filterstabchen genau gewogen, 
das Filterstiibechen herausgenommen und auf ein reines Filter in 
den Exsiceator gelegt. Das Filterstébchen muf mit Wasser sehr 
griindlich vor der Bestimmung gereinigt werden, damit nicht jetzt 
etwa durch Abfallen von Bariumsulfat, das von der letzten Be- 
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stimmung noch haftet, das Gewicht des Filterstibchens verringert 
wirde. Nun wird der Tiegel gewogen und soviel Substanz, daB 
ungefahr 1—2 mg Bariumsulfat zur Wigung kommen, eingewogen. 
0,1—0,2 com des umgeschiittelten Veraschungsgemisches werden 
zugesetzt und am Sandbad eingetrocknet (etwa 5 Minuten). Der 
Tiegel wird 2 Minuten auf dunkle Rotglut gegliiht und im Ton- 
dreieck auskiihlen geiassen. Ist der Riickstand nach dem Hin- 
trocknen geniigend scharf getrocknet, dann 1éBt sich eventuelles 
Spritzen beim Gliihen vermeiden. In den ausgekiihlten Tiegel 
werden 1 cem 2/n-Salzsiiure hineinpipettiert und zwar so, dab 
man zur Reinigung der Tiegelwande die Salzséure an ihnen herunter- 
flieBen laBt. Der Tiegel kommt ins Sandbad (in den schiitzenden 
eréBeren Tiegel!) zuriick, und im Verlauf weniger Minuten lést sich 
der ganze Riickstand zu einer blaugriinen Fliissigkeit. Ks wird 
mit etwa ft ccm H,O versetzt und am Sandbad bis auf etwa 1 cem 
eingeengt und mit 4—7 Tropfen kochender n-Bariumchloridlésung 
(Bariumchlorid, kryst. D.A.B. 6) je nach der zu erwartenden 
Schwefelsiuremenge versetzt. Der ‘Tiegel wird dann weitere 
5 Minuten am Sandbad belassen. Nun wird mit dem Filterstabchen 
bei m&Bigem Zug an der Saugpumpe abgesaugt. Das Barium- 
sulfat wird 8mal mit 1 cem siedendem destilliertem Wasser ge- 
waschen. Die Saugpumpe wird so reguliert, da8 ein Absaugen 
ungefaihr 1 Minute dauert. Der Tiegel wird wie oben im Sandbad 
getrocknet, 2 Minuten gegliiht, auskiihlen gelassen. Is wird wieder 
das Bariumsulfat 3mal mit je 1 cem siedendem Wasser gewaschen, 
im Sandbad getrocknet, 2 Minuten gegliiht. Nach kurzem Aus- 
kithlen kommt der Tiegel mit Filterstabchen fiir 10 Minuten in den 
Exsiceator, dann fiir 15 Minuten in die Wage und wird gewogen. 
Bei Bestimmungen in Flissigkeiten wird Fliissigkeit nach dem 
Wigen des Tiegels samt Filterstabchen nach KEntfernung des 
Filterstébchens in den Tiegel pipettiert, das Veraschungsgemisch 
(0,1—0,2 cem) zugesetzt und am Sandbad zur Trockne gebracht. 
Dann wird wie oben weiter verarbeitet (Verarbeitung gréBerer 
Flissigkeitsmengen wird bei der Schwefelbestimmung im T'ri- 
chloressigsiurefiltrat des Blutes beschrieben). 


Ergebnisse. 


Die Analyse des Kaliumsulfats, das bei den wiedergegebenen 
Bestimmungen wie eine organische schwefelhaltige Substanz nach 
unserer Methode aufgeschlossen wurde, gibt durchaus befriedigende 
Resultate. 


4* 
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Kaliumsulfat zur Analyse Merk. 

Einwage | Gef. BaSO, | a ' ney . - ) Differenz 
mg K,SO, in mg Gef. mg S| Ber. ° 0 S | Gef. "le S in o/, 
1,057 | 1,427 0,196 18,4 18,54 + 0,14 
1,370 1,823 0,250 18,4 18,28 — 0,12 
0,935 1,245 0,171 18,4 18,29 — 0,11 
0,849 | _ 1,139 _. 0,156 18,4 18,43 + 0,03 
Mittlerer Fehler 1,84 | +. 0,125 

Cystin aus Hornspanen. 
Makrobestimmungen nach Carius ergaben: 

Kinwage Gef. BaSO, Gef. mg § Ber. 8/5 S | Gef. °/, S 
in g in g : , 
0,117 0,2272 31,2 26,67 26,66 
0,1285 0,250 34,34 26,67 26,72 














Von diesem Cystin wurden schon oben einige Analysen mit 
dem originalen sauren Benedikt-Denisschen Gemisch angefiihrt, 
die alle zu niedrig ausfielen. Die Analysen nach unserer Methode 


ergaben: 



































tinwage | Gef. BaSO, ‘ef. mg S| Ber. °/, S| Gef. °/, 8 Differenz 
in mg in mg in °/5 
1,840 3,589 0,493 26,67 26,79 + 0,12 
2,515 4,870 0,669 26,67 26,65 — 0,02 
0,560 1,095 0,152 26,67 26,86 + 0,19 
0,618 1,200 | 0,165 | 26,67 | 2667 | 0,00 
Mittlerer Fehler 26,67 | + 0,130 
Glutathion (Hoffmann-La Roche) gab: 
tinwage | Gef. BaSO, Gef. mg S| Ber. °/, S | Gef. %/ S Differenz 
in mg in mg in °/, 
2,015 1,61 0,220 10,4 10,9 + 0,5 
2,100 1,59 0,204 10,4 10,4 0,0 

















Analysen von Casein und Melanin, Stoffe, deren AufschluB 
auch bei anderen Bestimmungen energisch vorgenommen werden 
muB, ergaben: 





Substanz 


Casein . 


Melanin . 


99 





Einwage 
in mg 


30,652 
25,630 
29,250 





52,680 


~ BaSO, | 


0,555 
0,455 
9,395 
17,120 

















) Gef. | Gef. Abweichung 
mg 8 °%, S | vom Mittelwert 
0,076 0,248 

0,062 | 0,243 a 
1,299 4,41 ‘ 
2.352 | 4,46 a as 
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Bei Melanin haben wir einmal eine Doppelanalyse mit Veraschung mit 
dem urspriinglichen sauren Benedikt-Denisschen Gemisch gemacht und 
fanden einen Schwefelgehalt von 3,6 bzw. 3,7°/, also Verlust von rund 0,8°)». 

Bei Fliissigkeiten wurde, wie schon angegeben, so vorgegangen, 
daB die zu analysierende schwefelhaltige Fliissigkeit in den Tiegel 
nach Entfernung des Filterstaébchens hineinpipettiert, mit Ver- 
aschungsgemisch versetzt und auf dem Sandbad eingedampft 
wurde. Bei gréBeren Fliissigkeitsmengen, wenn eventuell noch ein 
zweites Mal Fliissigkeit wegen des geringen S-Gehaltes, wie z. B. 
beim Blutfiltrat, zugesetzt werden muBte, wurde der mit der zu 
analysierenden Flissigkeit und Veraschungsgemisch versetzte 
Tiegel in einen auf 80° erwirmten Thermostaten gestellt. Uber 
den Tiegel wurde zum Schutze ein Trichter mit umgebogenem 
Hals gestellt. War eine zweite Fliissigkeitszugabe notwendig, 
wurde nach KEintrocknen der ersten Probe nochmals eine ab- 
gemessene Menge zugesetzt. Da dieses langsame EKindunsten der 
Flissigkeit nicht weiter beobachtet werden muB, bedeutet es keine 
Mehrarbeit. 

Bei Bestimmung des. Schwefelgehaltes des Harnes wurde 
durchweg 1 cem verwendet. Auch hier haben wir einmal eine 
Vergleichsbestimmung mit dem sauren Gemisch gemacht, um die 
dabei entstehenden Verluste demonstrieren zu k6nnen (in der 
Tabelle mit * bezeichnet). 


























Harn. 
Harn | Menge | Gef. BaSO Amen 
. 8 es 4 |Gef.mg S|] Gef.°%) S | vom Mittelwert 
Nr. in ccm in mg } in %, 
1 1 0,952 0,131 0,0131 0,00015 
1 l 0,980 0,134 0,0134 +- 0,00015 
1* 1 0,760 0,104 0,0104 - 0,00285 
2 1 3,910 0,537 0),0537 - 0,0004 
2 1 3,970 0,541 0,0545 + 0,0004 
3 1 6,075 0,834 0,0834 — 0,00075 
3 1 6,183 0,849 0,0849 -+- 0,00075 


Uber den Schwefelgehalt des Blutes und seiner verschiedenen 
Fraktionen findet man bei den verschiedenen Autoren je nach 
der angewandten Methode verschiedene Angaben. In letzter Zeit 
haben Lorant und Mitarbeiter!) eine Mikrobestimmung des 


1) Lorant, Diese Z. 185, 245 (1929); Lorant u. Kopetz, Biochem. Z. 
238, 67 (1931). 
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Schwefels in biologischem Material angegeben, bei der nach Ver- 
aschung mit einem Gemisch von sekundirem Phosphat und 
Natriumchlorat die entstandenen Sulfate in Sulfid wbergefiihrt 
werden und nach Destillation der Schwefelwasserstoff colori- 
metrisch bestimmt wird. Die Methode, die durch zahlreiche 
Kontrollanalysen gut fundiert erscheint, erfordert sehr reine 
Reagentien. Herr Lorant (I. med. Klinik, | Professor Schmidt] 
der deutschen Universitit in Prag) hatte die groBe Liebenswirdig- 
keit, die nach seinen Angaben hergestellten Trichloressigsiure- 
filtrate des Vollblutes zur Verfiigung zu stellen. Zu 5 cem Blut 
werden nach Hiimolyse 4 cem 20°/,ige Trichloressigséure zugesetzt 
und mit destilliertem Wasser auf 25 ccm aufgefillt. Wir ver- 
wendeten zu einer Bestimmung 10 ccm Filtrat, entsprechend 
2ceem Blut. Um jeden Verlust an fliichtigen S-haltigen Verbin- 
dungen beim Einengen zu vermeiden, haben wir die Trichlor- 
essigsiurefiltrate mit Ammoncarbonat neutralisiert. Das Ammon- 
carbonat (zur Analyse, Kah] baum) enthielt in 2 g5 Mikrogramm 8. 
Wir verbrauchten zur Neutralisation von 10 ccm Filtrat etwa 
0,1 g Ammonearbonat, so daB sein Schwefelgehalt die Resultate 
nicht beeinfluBt. Ks wurden aber vor allem wegen des Schwefel- 
gehaltes der ‘Trichloressigsiure immer in 10 ccm der _ gleich- 
konzentrierten, mit Ammoncarbonat neutralisierten Trichloressig- 
siiurelésung Blindbestimmungen vorgenommen. Es wurden bel 
den Bestimmungen immer zuerst 5 ccm neutralisiertes Filtrat 
nach Versetzen mit unserem Veraschungsgemisch im Thermo- 
staten eingedampft und zu dem trockenen Rickstand wieder 
5 eem zugesetzt und zur Trockne gebracht. 


Trichloressigsaurefiltrat des Vollblutes. 



































Menge Blindwert 7 
Blut des Gef. BaSO, |, es Blind- 
Ne | Wittrate scene Gef. mg 5} gef. mg gef. mg S| Wertes gef. 
in ccm BaSO, ae mg-9/, 8 
1 10 0,900 0,124 | 0,090 | 0,012 5,6 
l 10 0,885 0,122 0,090 0,012 5,5 
1 10 0,900 0,124 0,090 0,012 5,6 
1 10 0,890 0,122 0,090 0,012 5,5 
2 10 1,130 0,155 0,090 0,012 P| 
2 10 1,110 0,152 0,090 0,012 7,0 
: 10 1,150 0,159 0,090 0,012 1,3 
3 10 1,103 0,152 0,090 | 0,012 7,0 








Zur Bestimmung des Schwefelgehalts des Liquor wurden 
5eem Liquor nach Versetzen mit dem Veraschungsgemisch im 








Pome 














Thermostaten zur Trockne gebracht. 


Haurowitz}) 
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findet 


im Liquor gesunder Menschen einen Durchschnittsgehalt von 
1,1 mg-°/, S. Er kombinierte den Aufschlu8 im Cariusrohr mit 


Filtration des Bariumsulfits im Mikro-Neubauertiegel. 


handelte es sich um pathologische Liquores. 


Bei uns 

















Liquor. 
Liquor Nr. Menge Gef. BaSO, Gef. mg S mg-°/, S 
> in ccm in mg | 
1 5 0,282 0,039 0,78 
2 é 0,215 0,029 0,58 
2 5 0,200 0,027 0,54 














Mit der von uns verwendeten Veraschung lassen sich ohne 
Schwierigkeit auch fetthaltige Flissigkeiten und tierische Organe 
aufschlieBen. Es empfiehlt sich, hierbei gréBere Mengen Ver- 
aschungsgemisch zu verwenden. 

Bei Veraschung von 1 cem Milch haben wir durchschnittlich 
0,4—0,6 cem Veraschungsgemisch angewendet, bei 0,5 g Leber 
0,5—1,0 ccm. 




















Menge cem Milch Gef. BaSO, Gef. mg S 8 
] 2,250 0,309 0,0309 
] - 2,405 0,330 0,0330 
mg Leber 
518,3 4,737 0,650 0,125 
269,24 2,680 0,368 0,137 











Die angefiihrten Bestimmungen wurden an dem eben ent- 
nommenen feuchten Organ gemacht, das vor der Wagung mit 
einem Pistill zerdriickt wurde. Mit dem gleichen Erfolg kann man 
das Organ erst zur Trockengewichtsbestimmung bei 110° trocknen 
und dann veraschen. 

Wie erwahnt, miissen fiir fetthaltige Substrate gréBere Mengen 
von Veraschungsgemisch genommen werden. Dies kann auch bei 
groBeren EKinwagen von Substanzen mit sehr geringem Schwefel- 
gehalt notwendig sein. Wir gehen bei schwerer zu veraschenden 
Substanzen so vor, daB zuerst mit einer kleineren Menge Ver- 
aschungsgemisch eingedampft und gegliht und dies 1—2mal 





1) Haurowitz, Diese Z. 128, 290 (1923). 
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wiederholt wird. Bei einiger Ubung erkennt man leicht, ob bei 
der Veraschung Kohle zurickgeblieben ist und ein nochmaliger 
Zusatz von Veraschungsgemisch notwendig ist. Hat man zu wenig 
Veraschungsgemisch zugesetzt, so wird beim Gliithen das Kupfer 
zu metallischem Kupfer reduziert und die sonst schwarze Schmelze 
ist in kleineren oder gréBeren Bereichen rot gefarbt. Dies mub 
sinngemiB vermieden werden. 

Die angegebene Methode erlaubt mit Leichtigkeit Serien von 
Schwefelbestimmungen zu machen, deren Zahl nur von den vor- 
handenen Filterstébchen abhéngt. Im Durchschnitt dauern 4 Be- 
stimmungen 2!/,—3 Stunden mit wirklicher Arbeitszeit von 
11/, Stunden. Jede weitere Bestimmung verlingert die Dauer 
nur um die zu den Wiagungen notwendige Zeit. 


Zusammenfassung. 


is wird eine einfache gravimetrische Mikroschwefelbestimmung 
in biologischen Substraten angegeben, die die Ausfiihrung genauer 
Bestimmungen in Serien in kurzer Zeit gestattet. Dies gelingt 
durch Kombination einer alkalischen Veraschung (modifiziertes 
Benedikt-Denissches Gemisch) mit der Filtration des Barium- 
sulfats mittels Filterstébchens von Emich. Das urspriingliche 
saure Veraschungsgemisch von Benedikt-Denis ist fiir mikro- 
analytische Zwecke infolge von Verlusten an Schwefel unbrauchbar. 

Stellen wir die Mittelwerte unserer Analysen und die ge- 
fundenen Abweichungen zusammen, so ergibt sich folgende Tabelle. 























Gefundener | Mittlerer | Abweichungen 
Analysierte Substanz | Ber. °/,S]| Mittelwert | Fehler |d.Bestimmungen 
der Analysen} in °/, vom Mittelwert 
Kaliumsulfat ..... 18,4 18,38 °/, 0,125 
a ae 26,67 | 26,74 °/, 0,130 
Glutathion....... 10,65 °/ 0,25 /, 
eee 0,2455 °/, 0,0025 °/, 
arr 4,435 °/, 0,025 °/, 
Ns he wera awe 0,01325 °/, 0,00015 °/, 
er 0,0541 ° 0,0004- 
__. oe eee eee 0,08415 °/, 0,00075 °/, 
Blut (pathologisch) . . 5,55 mg-°/, 0,05 mg-°/, 
_ eer 7,05 mg-°/, 0,05 mg-°/, 
a 7,15 mg-°/, 0,15 mg-°/, 
Liquor (pathologisch). 0,56 mg-°/, 0,02 mg-°/, 
iene 0,0319 °/, 0,001 °/, 
MEE 62 wees 0,131 °/° 0,06 °/, 
































Zum Nachweis geringer Mengen von Ameisensdure 
in Blut und Geweben, insbesondere in der Haut. 


Von 


Hugo Droller. 






(Aus der Klinik u. Poliklinik fiir Haut- u. Geschlechtskrankheiten der Universitat Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. Juli 1932.) 


Im Rahmen der von Moncorps und seinen Mitarbeitern') 
durchgefiihrten Untersuchungen itiber den Kohlenhydratstoff- 
wechsel des Hautorganes und dessen Beziehungen zum Gesamt- 
Kohlenhydratstoffwechsel waren wir?) vor die Aufgabe gestellt, 
die Frage nach der Bildung der Séuren in der Haut, insbesonders 
die der Milch- und Ameisenséure zu studieren. 


Uber Vorkommen und Bedeutung der Ameisensaure im Stoffwechsel- 
geschehen liegen nur wenig Angaben im Schrifttum vor. V. Jaksch‘), 
v. Rokitansky‘’), Magnus-Levy*), Campbell‘), le Nobel‘), Auten- 
rieth®) u. a. wiesen die Ameisensaure als regelmaBigen Bestandteil im Harn 
nach; Thudichum’) fand in der Harntagesmenge 0,05g Ameisensaure. 
Die quantitativen Schwankungen des Ameisensaéuregehaltes im Harn unter 
dem EinfluB krankhafter Vorginge lassen sich auf Grund der alteren Arbeiten 
kaum beurteilen. 

In neuerer Zeit berichten Stepp und Zumbusch’) iiber das standige 
Vorkommen der Ameisensdure im Niichternblut gesunder Menschen. Sie 
fanden einen Mittelwert im Niichternblut von 4 mg-°/,. K. Voit®) studierte 
das Verhalten der H-COOH beim Diabeteskranken. Er fand eine vermehrte 
Ausscheidung der Ameisensivre im Harn und, wie auch Stepp, eine Ver- 





1) Verh. 8. intern. Kongr. f. Derm. u. Syph. Kopenhagen 1931. Jahres- 
kurse f. arztl. Fortbildg. April 1931. — Kiinzel, Dissertation Miinchen 1931; 
— u. Speierer, Arch. f. Derm. u. Syph. 164, 642 (1932). 

2) Preisgekrénte Bearbeitung der Aufgabe der med. Fakultat. Miinchen 
1931. 

3) Diese Z. 10, 536 (1886). 

4) Zit. nach Schultz in Neubauer-Huppert: Analyse d. Harns 
1910, S. 153. 

5) Salkowski-Festschrift 1904, S. 252. 

6) Miinch. med. Wschr. Nr. 31 (1919). 

7) Pfliigers Arch. 15, 129 (1877). 

8) Diese Z. 109, 99 (1920); Arch. f. klin. Med. 184, 112 (1920). 

®) Z. klin. Med. 109, 221 (1928). 
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minderung im Blut. Er fihrt die Verminderung im Einklang mit Stepp 
auf eine Stérung des Zuckerabbaus im diabetischen Organismus zuriick. 
M. Zeyen!') fand, von den Befunden Edlbachers und Kraus’?) ausgehend, 
daB Histidin in Glutaminsaure, Ammoniak und Ameisensdure gespalten wird, 
nach Belastung mit Histidinmonochlorhydrat bei Leberparenchymschadigung 
eine gegen die Norm verstarkte Ameisenséureausscheidung im Harn, Sal- 
kowski*) sah nach Zufithrung von Glycerin eine vermehrte Ameisen- 
siureausscheidung. Pohl‘) hat gezeigt, da Methylalkohol in betrachtlicher 
Menge als Ameisensiure ausgeschieden wird. Nach den Untersuchungen 
von v. Fellenberg®) wird aus Pectin und Lignin Methylalkohol abgespalten. 
Es ist daher eine der exogenen Quellen der Ameisensdurebildung, worauf 
besonders Voit hinweist, in der reichlichen Aufnahme pflanzlicher Nahrung 
zu suchen. Ferner sei darauf hingewiesen, daB Ameisenséure auch bei der 
Desamidierung der Aminosduren entstehen kann (Abderhalden®). SchlieB- 
lich sei noch an den AufschluB der Kohlenhydrate in vitro erinnert, bei dem 
im alkalischen Medium stets Ameisenséure gebildet wird. (E. Buchner, 
J. Meisenheimer und H. Schade’), Meisenheimer®), Fischler, K. 
Taufel und S. W. Souci.®) 

Alle diese Befunde geben uns aber noch keine klare Vorstellung von 
der Quelle der Ameisensdurebildung und der biologischen Bedeutung der 
Ameisensaure. 


Methodik. 


Die meisten Methoden der Bestimmung der Ameisensaure beniitzen 
ihre reduzierende Fahigkeit. Altere oxydometrische oder jodometrische 
Methoden wurden von Lieben™), Freyer!), Rupp!*) angegeben. Die Be- 
stimmung durch quantitative Zerlegung der Ameisensiure in Wasser und 
Kohlendioxyd mittels Schwefelsiure beschreiben Ost und Klein’), Réhrig.'*) 
Porter und Ruyssen), waren die ersten, die als Oxydationsmittel das 
Sublimat verwandten, dessen Oxydationsfihigkeit bei der Reduktion zu 
Kalomel geringer ist als die des friiher meist angewandten Kaliumperman- 
ganats. Scala!®) baute die Methode weiter aus, und sie wird heute wohl allein 





1) Z. klin Med. 120, 128 (1932). 

2) Diese Z. 157, 106 (1926); 191, 225 (1930). 

3) Diese Z. 89, 485 (1914); 104, 161 (1919). 

4) Arch. f. exper. Path. $1, 281 (1893). 

5) Biochem. Z. 85, 45 u. 118 (1918). 

6) Lehrbuch d. phys. Chemie, 6. Aufl. 1931. 

7) Ber. chem. Ges. 39, 4217 (1917). 

8) Ber. chem. Ges. 41, 1009 (1918). 

®) Biochem. Z. 208, 191 (1929). 

10) Mh. Chem. 14, 746 (1893). 

11) Chem. Z. 19, 1184 (1895). 

12) Arch. Pharmaz. 248, 69 (1905). 

13) Chem. Z. 3, 815 (1908). 

14) Z. f. Nahrg. u. GenuBmittel 19, 1 (1910). 

15) C. r. Acad. Sci. 82, 1504 (1876); zit. nach Finke). 

16) Gazz. chim. it. 20, 393 (1890), zit. nach Schultz in Neuberg- 
Huppert, S. 200. 
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zum quantitativen Nachweis der Ameisensaure benutzt. (Fincke’), Riesser, 
Stepp, Voit u. a.) Ihr Prinzip beruht auf der Reduktion des Quecksilber- 
chlorids durch Ameisenséure in saurer Lésung bei Erhitzen auf dem Wasser- 
bad. Das Sublimat wird dabei in das praktisch unlésliche Kalomel iiber- 
gefiihrt: 2HgCl, + H-COOH = 2HgCl + HCl + CO,. 

Nach Fincke!) gibt die Titration, wie sie Porter und Ruyssen an- 
gaben, ungenaue Resultate. Er und andere Autoren (Scala, Franzen und 
Greve?) zogen es vor, das Kalomel zu trocknen, es gravimetrisch zu_be- 
stimmen und daraus die Ameisensiure zu berechnen. Auerbach und 
Pliddemann®) gaben dann eine jodometrische Bestimmung an, die jedoch 
einer komplizierenden Korrektur bedurfte, da sich bei der Titration mit 
Kaliumjodid Quecksilberdoppelsalze bildeten. Erst Riesser‘) arbeitete nach 
diesem Prinzip ein einfaches, titrimetrisches Bestimmungsverfahren aus. Die 
Methode beruht auf der Fahigkeit von Jod, in Gegenwart von Jodkali Kalomel 
bei Zimmertemperatur zu Sublimat zu oxydieren: 2HgCl + J, + 2NaCl 
= 2HgCl, + 2NaJ. 

Nach Riesser verwendet man 0,1 n-Jod und titriert mit 0,1 n-Thio- 
sulfat zuriick. Aus dem so bestimmten Kalomel laBt sich die Ameisenséure 
durch Multiplikation mit 0,0023 berechnen. 

Riesser extrahiert die Ameisensiure aus dem Harn mit Ather nach 
Embden und Lind’). Stepp und Voit schickten bei der Bestimmung der 
Ameisensiure im Blute ebenfalls eine Atherextraktion der Wasserdampf- 
destillation voraus. 

Die Riessersche Methode liefert zum Teil recht gute Ergebnisse (vgl. 
besonders bei Voit). Andererseits gelingt es im Modellversuch nicht immer, 
die vorgelegte Ameisenséure restlos wieder zu erfassen. Als Beispiel fiihren 
wir aus unseren zahlreichen Versuchen folgende an, die genau nach Riessers 
Vorschrift ausgefiihrt wurden. 


Tabelle 1. 











Vorgelegt H-COOH Gefunden o/, der Vorlage Fehler in °/, 

in mg in mg 

7,14 6,44 90,1 — 9,9 
7,14 7,13 97,5 - 2,4 
7,14 6,90 96,6 — 3,4 
7,14 6,67 93,4 — 6,6 
1,44 1,38 96,6 — 3,4 
0,71 0,77 108,4 + 8,4 
0,71 0,89 125 +25 














Mittlerer Fehler: -- 6,7 


Die Ameisenséure wurde in Form ihres Ammoniumsalzes vorgelegt 
(in der Tabelle bereits auf H-COOH umgerechnet). Endtitration mit 





1) Biochem. Z. 51, 253 (1913). 

2) Diese Z. 19, 169 (1895). 

3) Arb. kaiserl. Gesundheitsamt 30, 178 (1909). 

4) Diese Z. 96, 355 (1915/1916); Biochem. Z. 142, 280 (1923). 

5) Abderhaldens Handbuch der biol. Arbeitsmethoden 8 (1910). 
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n/200-Thiosulfat verbesserte die Ergebnisse nicht wesentlich. Die besten 
Ergebnisse erhalt man bei Vorlage von etwa 10 mg Ameisensaure. 

Da wir beabsichtigten, Reihenversuche bei funktionell-diagnostischen 
Belastungen mit mehrfacher Ameisensaéurebestimmung innerhalb 60 Minuten 
vorzunehmen, und innerhalb so kurzer Zeit so groBe Mengen Blut, wie sie die 
Riessersche Versuchsanordnung fordert, ohne Anderung der physiologischen 
Bedingungen nicht zu erhalten sind (wobei wir von der Unméglichkeit des 
Experimentes an den tiblichen Laboratoriumstieren ganz absehen), konnten 
wir die Riessersche Methode und ahnliche, auf der reduzierenden Wirkung 
der Ameisensiure beruhende Verfahren nicht verwerten. 

Wir brauchten eine Methode, die eine genaue Bestimmung 
der H-COOH in 5—10cem Blut und 1—2¢g Haut gestattet. — 
Zu diesem Zweck arbeiteten wir folgende Methode aus. 


Eigene Methode des quantitativen Ameisensdurenachweises. Wir 
gingen von einer Angabe Grosse-Bohles!) und einer Arbeit 
von Denigés?) aus. Der erstere gibt an, daB formaldehydhaltige 
Losungen, mit fuchsinschwefliger Saéure und Salzsiure versetzt, 
eine rot bis blauviolette Farbung ergeben. Es bildet sich ein 
Farbstoff, der im D.R.P. 105862 beschrieben und geschiitzt ist.*) 
Mit dieser Anordnung kann man 1 mg Formaldehyd in 10 ccm 
waBriger Losung nachweisen und Grosse-Bohle schlagt hierfiir 
den kolorimetrischen Vergleich vor. Denigés gibt an, daB die 
Farbstoffbildung des Formaldehyds mit fuchsinschwefliger Saure 
in verdiinnten “Acetaldehydlésungen so spezifisch ist, daB sich 
der Formaldehyd neben dem Acetaldehyd nachweisen laéBt. AuBer 
der blau-violetten Farbe ist nach Denigés auch ein Absorptions- 
streifen im Orange des Spektrums bezeichnend. 


Prinzip: Reduktion von eiweiB- und zuckerfreien Blut- und 
Gewebsfiltraten mit Magnesiumband und 25°/) Salzséure nach 
Fenton-Sisson‘) bei Anwesenheit von fuchsinschwefliger Saure. 
Der aus der Ameisensiure entstandene Formaldehyd gibt mit der 
fuchsinschwefligen Séure eine blauviolette Farbung, die in dem 
von uns untersuchten Bereich von 1 mg bis 0,04 mg proportional 
dem Ameisensiuregehalt der Lésung ist. 

Reagenzien: 1. Metaphosphorsiure in bac.; 2. Caleiumhydr- 
oxyd pro analysi; 8. gesattigte, waBrige Losung von Kupfer- 


1) Z. f. Nahr. u. GenuBmittel 14, 89 (1907). 

2) C. r. Acad. Sci. 150, 529 u. 825 (1910); zit. nach L. Rosenthaler, 
Chem. Analyse Bd. aver Stuttgart 1914. 

3) Beilstein, 2, 668 (1903). 

4) Proc. of the Cambr. Soc. 14, 385 (1908); Ref. Chem. Zentralbl. 1908, 
S. 1379. 
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sulfat; 4. fuchsinschweflige Séure (Griibler); 5. Magnesiumband; 
6. 25°/, Salzsiure, analysenrein; 7. Ammoniumformiat (Merck). 


Bestimmung der Ameisenséure in Blut und Haut. a) Blut. 
5cecm Blut werden aus einer Armvene entnommen und ohne 
Zusatz eines gerinnungshemmenden Mittels sofort in ein weites 
Zentrifugenglas gebracht, das 5 cem einer frisch bereiteten 5°/,igen 
-Lésung von Metaphosphorsiure enthilt. 5—10 Minuten stehen 
lassen, mehrfach aufschiitteln, dann eine halbe Stunde zentri- 
fugieren. Die eiweibfreie Fliissigkeit (Sulfosalicylsiureprobe!) 
abfiltrieren. Um stérende Stoffe zu entfernen, schlieBen wir eine 
Kupferkalkfallung nach van Slyke-Clausen an, die schon von 
Benedikt-Harrop!) zur Umgehung der Atherextraktion vor- 
geschlagen wurde. Auf 5cem Filtrat wurde 1 ccm Kupfersulfat- 
lésung und 1g Calciumhydroxyd verwendet. Man bringt das 
eiweiBfreie Filtrat mit dem Kupferkalkgemisch zusammen wieder 
in ein weites Zentrifugenglas, liBt es eine Stunde unter 6fterem 
Aufschiitteln stehen und zentrifugiert dann. Ein aliquoter Teil 
der klaren, obenstehenden Flissigkeit wird am besten mit der 
Pipette in ein trockenes und sehr sorgfaltig gereinigtes weites 
Reagenzglas gebracht und mit Aq. dest. auf 5 ccm aufgefiillt. 
(Weitere Verarbeitung s. u.) 


b) Haut: Die 600—1500 mg schweren Hautstiickchen ent- 
nahmen wir, ohne die Versuchstiere zu fesseln oder zu betéiuben, 
aus der vorher mechanisch enthaarten Riickenhaut. Die Tiere 
machen auffallend wenig Abwehrbewegungen, sofern man ge- 
schickt und mit scharfen Messern arbeitet. 

Die Haut wurde mit einer Schere in kleinste Stiicke ge- 
schnitten. Die Zerkleinerungsmethode ist ohne nennenswerten 
KinfluB auf das Ergebnis: Schneiden mit dem Mikrotom nach 
vorherigem Durchfrieren brachte keine besseren Werte. Dann 
wurden die Stiickchen auf zehntel mg gewogen und in ein mit 
5ecm 10°/, frischer Metaphosphorsaéure gefiilltes K6élbchen iiber- 
tragen und dieses zur griindlicheren EnteiweiBung des Inhaltes 
auf 6 Stunden in die Schiittelmaschine gebracht. SchlieBlich 
wurde filtriert, das Filtrat auf seine HiweiBfreiheit geprift und, 
genau so wie beim Blut, der Kupferkalkfallung unterzogen, zentri- 
fugiert und ebenfalls aliquote Teile (jedoch mindestens 1 cem) 
in ein Reagenzglas gebracht und auf 5ccm mit Aq. dest. auf- 
gefiillt. 








1) J. of biol. Chem. 54, 443 (1922), zit. nach Voit. 
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Zur Reduktion der Filtrate klemmten wir, einem Vorschlage 
Finckes folgend, einen Streifen von 0,12 ¢ Magnesiumband in 
die Kuppe des Reagenzglases, welches das Filtrat enthielt und 
gaben 1,0 ccm fuchsinschweflige Séiure dazu. Das Reagenzglas 
kommt in ein mit Eis gefilltes Becherglas. Nachdem stark ab- 
gekihlt ist, laBt man aus einer Mikrobiirette tropfenweise die 
25°/) HCl so langsam zutropfen, daB ein stirkeres Aufschiumen 
vermieden wird. Man gibt so lange Salzsiiure zu, bis das ganze 
Magnesiumband geldést ist. ZweckmaBigerweise bestimmt man 
zuerst in einem Leerversuch den HCl-Verbrauch (bei 5 cem Lésung 
etwa 1,0 ccm). Man sei bei der Zugabe der HCl sehr vorsichtig, 
ein Tropfen zuviel schwicht bei geringer Konzentration die Farbe 
bereits stark ab. 

Unmittelbar nach Vereinigung des Filtrates mit fuchsin- 
schwefliger Saure tritt ein nach Zusatz der ersten Tropfen Salz- 
siure wieder verschwindender, roter Farbton auf. Nach Auf- 
lésung des Magnesiumbandes tritt nach kiirzerer oder lingerer 
Zeit, je nach Konzentration, eine blauviolette Farbung auf. Diese 
allein ist beweisend fiir Formaldehyd. Rostbraune oder gelbe 
Farben sind entweder auf eine ungeniigende Reduktion oder auf 
Verunreinigung zuriickzufiihren. Um eine Abspaltung von freiem 
Fuchsin zu verhiiten, muB dauernd gekiihlt werden. 

Kolorimetriert wurde nach 10—24stiindigem Stehen der in- 
zwischen wasserklar gewordenen Lésungen. Wir trugen damit einer 
Angabe von Denigés Rechnung, dai der Acetaldehyd sich an- 
finglich an der Farbung beteiligt, seine Farbe aber bald abblaBt, 
wihrend der Formaldehyd seine Fairbung linger beibehalt. (Mine 
Probe, die wir 7 Monate im Dunklen aufhoben, zeigte sich kaum 
abgeblabt.) 

Die Vergleichslésung muB das gleiche Volumen wie die Ver- 
suchslésung haben. Man stellt sich die Vergleichslésung am besten 
durch Abmessen der nétigen Mengen einer Standardlésung her, 
die pro Kubikzentimeter 1mg Ammoniumformiat enthalt. Am 
zweckmiBigsten macht man sich eine Skala von Vergleichs- 
lésungen fiir jeden Versuch. Die Vergleichslésung behandelt man 
wie eine Versuchslésung. 

Als. Kolorimeter diente uns das Universalinstrument von 
Leitz nach Biirger-Dubosque. Es ist unbedingt darauf zu 
achten, da der Farbton von Versuchs- und Vergleichslésung 
méglichst nahe beieinander liegt bzw. die Schichtdicken der beiden 
Losungen um nicht mehr als 10—15 mm differieren. Zur Be- 
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stimmung eines Wertes sind mindestens 10 Ablesungen im _ ver- 
dunkelten Raume bei gut adaptiertem Auge vorzunehmen und 
daraus das Mittel zu ziehen. 

Bei der Berechnung ist zu beriicksichtigen, daB 1 ecem der 
einpromilligen Ammoniumformiatlésung 0,7143 mg H-COOH ent- 
spricht. Zweckmébig berechnet man den Ameisensiuregehalt der 
Haut auf das Trockengewicht. (Der Wassergehalt der Kaninchen- 
haut schwankt zwischen 30 und 40°/,.) 

Schon Denigés betont die charakteristische Blau-Violett- 
firbung des Formaldehyds neben dem Acetaldehyd. Wir priften 
alle unsere Reagentien auf diese Farbung hin; das Ergebnis war 
negativ. Aldosen geben nach Rosenthaler nur unter Luft- 
abschluB eine Reaktion mit fuchsinschwefliger Siiure. Zufillen 
von dieser Seite konnten wir uns durch die Kupferkalkfallung 
entziehen. 

Fehler der Bestimmung. Wir priiften Reihen von Versuchs- 
ldsungen, die wir auf die oben beschriebene Weise behandelten. 
Dabei sahen wir, da8 in unserer Versuchsanordnung bei Mengen 
von tber 38mg Ammoniumformiat oder Ameisensiiure die Farbe 
zu stark wird, um sie ohne weitere Verdiinnung kolorimetrisch zu 
vergleichen. Bei solchen gréBeren Mengen hatten wir einen durch- 
schnittlichen Fehler von + 6°/). Bei den kleinen Mengen, wie 
sie in 5cem Blut vorkommen, begniigten wir uns, besonders die 
Fehler im Bereich von 1—0,05 mg zu studieren, iiber die folgende 
Tabelle AufschluB gibt.) 


Tabelle 2. 








“eet Gofunden °/, der Vorlage Fehler in °/ 
in mg in mg ° 0 
0,71 0,75 105 + 5 
0,60 0,61 101,6 +- 1,6 
0,40 0,43 107 +-7 
0,24 0,25 104 +4 
0,10 0,091 91 —9Q 
0,06 0,058 96,6 — 3,4 
0,04 0,041 102 + 2 














Mittlerer Fehler: -+- 5,71 


Es empfiehlt sich, eine erstmalige Kontrolle der Standard- 
lésung, die man sich durch Abwiegen des getrockneten Ammonium- 


1) Die Vorlage von 0,5—1 mg Ameisensiure zu 5—10 ccm Blut konnte 
quantitativ mit einem Héchstfehler von 10°/, wieder aufgefunden werden. 
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formiates herstellt, durch eine Bestimmung nach Riesser vor- 
zunehmen. Man bringt dazu etwa 20 ccm der Standardlésung 
mit der vorgeschriebenen Sublimatlésung auf 4 Stunden auf das 
Wasserbad und bestimmt dann das gebildete Kalomel jodometrisch. 

Die Grenze der physiologischen Einstellgenauigkeit auf etwa 
1°/, der Helligkeit des Vergleichsfeldes ist durch Vorschalten 
gelber Filter leichter zu erreichen (Ost wald-Luther.?) 

Unsere Ergebnisse tiber das Verhalten der Ameisensaure in 
Blut und Haut bei experimentellen Eingriffen in den Kohlen- 
hydratstoffwechsel sind in meiner von der Fakultét mit dem 
vollen Preis bedachten Bearbeitung der Preisaufgabe fiir das 
Studienjahr 1931/32 niedergelegt und werden a. a. O. gemeinsam 
mit C.Moncorps verdffentlicht werden. Als Beispiel seien 
einige Ergebnisse angefihrt: 

Nichternmittelwert des H-COOH-Spiegels im Blute 10 ge- 
sunder Menschen: 4,81 mg-°/, bei einer individuellen Schwankung 
von + 25°/). 

Niichternmittelwerte aus der Haut von 21 Kaninchen: 
6,5 mg-°/) -- 27°/, individuelle Schwankung. 


Ameisensiure in der Kaninchenhaut nach Belastung. 





OMin. 10Min. | 30Min. | 60 Min. | 120 Min. | 


























: : nach injektion von 2g Glucose —_ 
63 | 7,5 | 133 | 28,1 17,3 | 2450 g, gefiittert 
12,0 9,1 | 8,2 | 7,7 12,9 2200 g, 48 Stdn. Hunger 
Zusammenfassung. 


Es wird eine kolorimetrische Bestimmung der Ameisenséure 
angegeben, mit der es gelingt, noch 0,04 mg H-COOH in 5 bis 
10cem waBriger Lésung nachzuweisen und quantitativ zu er- 
fassen. Auf diese Weise kann man mit viel geringeren Mengen 
biologischen Materials als bisher die Ameisenséure bestimmen. 


1) Physikochem. Messungen, 4. Aufl. Leipzig 1925. 

















Bestehen Beziehungen zwischen Ergosterin und 
der Aorten-Verkalkung bei menschlicher Atherosklerose?') 


Von 


Rudolf Schénheimer. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Freiburg i. Br. 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Juli 1932.) 


Nachdem festgestellt worden war, dab bestrahltes Ergosterin 
bei Uberdosierung zu Verkalkungen in den verschiedensten Organen, 
vor allem auch in den GefaBen fiihrt, lag es nahe, daran zu denken, 
daf auch die spontanen Arterienverkalkungen des Menschen auf 
eine Speicherung der GefiBwand mit dieser Substanz zuriick- 
zutiihren sind. 

Nach dem morphologischen Befund sind grundsiitzlich zwei 
verschiedene Formen der <Arterienverkalkung zu unterscheiden. 
Erstens die primiire Verkalkung der Media, die vor allem an den 
GefiiBen der Extremitaiten gefunden wird und die immer ohne 
gleichzeitige oder vorhergehende Verfettung vor sich geht. Dieser 
Verkalkungstyp fihnelt am meisten der experimentellen Vitamin D- 
Verkalkung der Laboratoriumstiere, die ebenfalls ihren Sitz in 
der Media der GefiBe hat und niemals mit Vertettungen ver- 
gesellschaftet ist, wenn nicht auBerdem noch Cholesterin gefiittert 
worden ist. Es ist am Laboratoriumstier noch nicht festgestellt 
worden, ob sich in den GefiBen der erkrankten Tiere tatsiichlich 
eine Ablagerung von bestrahltem Ergosterin (Vitamin D) vorfindet. 
Das wiire aber kaum zu erwarten, da wir wissen, dab es sich bei 
der sogenannten Hypervitaminose D um eine Allgemeinerkrankung 


1) Ausgefiihrt mit Mitteln der Josiah Macy jr. Foundation, fiir die auch 
an dieser Stelle unser bester Dank ausgesprochen sein soll. Zugleich 
IV. Mitteilung, Zur Chemie der gesunden und atherosklerotischen Aorta. 
I. Mitteilung, Diese Z. 160, 61 (1926); IJ. und III. Mitteilung, Diese Z. 177, 
143 u. 150 (1928). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXI. 0 
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des Calcium- und und Phosphorsiiurestoffwechsels handelt, die 
erst sekundiir zur Ablagerung von Kalk in den Organen fiihrt. 
Daher wiirde auch eine Ergosterinanalyse solcher menschlicher 
(refiiBe kaum einen erhéhten Gehalt von Vitamin D_ feststellen, 
selbst wenn diese Substanz der auslésende Faktor der Erkrankung 
darstellen wiirde. 

Der zweite Verkalkungstyp stellt diejenigen Formen dar, bei 
denen sich der Kalk sekundiir in der Nihe oder in den Ablage- 
rungen von Fettstoffen abspielt, von denen bekannt ist, daB sie 
in der Hauptsache aus Cholesterin bestehen. Der Kalk tritt hier 
erst nach Einsetzen der Verfettungen auf, und es besteht seit 
langem die Vermutung, dai gerade die besondere Art der Fett- 
zusammensetzung derartiger atherosklerotischer Plaques zu solchen 
Verkalkungen AnlaB geben kénnte. So wurde z. B. angenommen, 
daB die im Laufe der Zeit aus den Cholesterinestern frei werden- 
den Fettsiiuren iiber die Bildung von Kalkseifen zur Absonderung 
von echtem Kalk AnlaB geben kénnten?), die niihere Untersuchung 
zeigte aber, dab die Fettsiiuren der Cholesterinester in den Ver- 
kalkungsprozeB nicht eingreifen kénnen.®) 

Von y. Brand und Holtz*) wurde gezeigt, dab Vitamin D, 
das in Ol gelést als Depot unter die Haut gespritzt wurde, auch 
m lokalen Verkalkungen an der Injektionsstelle fithren kann. 
Ks bildet sich in dem Bindegewebe in der Umgebung der Injektions- 
stelle eine Verkalkung, und diese experimentell erzeugten Ver- 
‘inderungen diirften der spontanen Kalkbildung bei der menschlichen 
Atherosklerose sehr iihnlich sein, bei denen sich auch der Kalk 
um die groben Verfettungsbezirke herum entwickelt. Es lag be- 
sonders nahe, an die Anwesenheit von Vitamin D in atherosklero- 
tischen Bezirken zu denken, da wir wissen, dab diese Substanz 
sich gerade dort ftindet, wo groBe Mengen von Unverseifbarem 
gefunden werden, was bei der atherosklerotischen Aorta der Fall 
ist. Von dieser Uberlegung ausgehend wurde das Unverseifbare 
aus Aorten auf Vitamin D untersucht. Es konnte tiberhaupt keines 
im biologischen Versuch nachgewiesen werden, trotzdem das aus 
etwa 70 Aorten isolierte, mit Digitonin nicht fillbare Unverseif- 
bare auf einmal verfiittert wurde. Es konnte auch im Gegensatz 
zu den Sterinen fast aller anderen menschlichen Organe in dem 


') Klotz, Jl. exp. Med. 7, 663 (1905): 8, 322 (1906). 
*) Schénheimer, Diese Z. 160, 61 (1926); 177, 143 (1928). 
5) Diese Z. 185, 217 (1929). 
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aus der Aorta isolierten Cholesterin mit der spektrophotometri- 
schen Methode kein Ergosterin gefunden werden. 

Dagegen zeigte sich, wie bereits von Page und Menschick}) 
beschrieben worden ist, eine Absorption bei 238 my, die Ahnlich- 
keit mit der von Heilbron, Morton und Sexton?) beschriebenen 
Absorption des Cholestenons hat. Es kann sich aber nicht um 
diese Substanz handeln, da Cholestenon mit Digitonin nicht fillbar 
ist, und unser Priparat iiber die Digitonide gereinigt worden war. 


Versuchsteil. 


120 atherosklerotische Aorten wurden, nachdem die Adventitia 
mit dem daran hingenden Fettgewebe entfernt war, in Aceton 
geworfen. Die noch Aceton-feuchten Aorten wurden nach dem 
Zerkleinern einer zweiten Extraktion mit Ather unterworfen. Ather 
und Aceton wurden im Vakuum unter Durchleiten von Wasserstott 
abdestilliert und der Riickstand noch einmal in reinem Ather aut- 
genommen. Das zur Trockne gebrachte rohe Extrakt erwies sich 
in 10°/,iger Lésung in Olivenél bei tiaglicher Verfiitterung von 
0,1 com bei Ratten als antirachitisch unwirksam. 

Darauf wurden zur Konzentrierung 30g Extrakt mit methyl- 
alkoholischer Kalilauge unter Wasserstoff verseift. Aus dem Ge- 
samt-Unverseifbaren wurde durch Aufnehmen in kleineren Mengen 
Methylalkohol ein Teil des Cholesterins entfernt. Der gréBte Teil 
des Cholesterins wurde mit Digitonin ausgefallt, bis wir 0,301 g 
eines hellgelben, nicht krystallisierenden Oles hatten, das vollig 
von Cholesterin frei war. Auch dieses Ol, in dem das Vitamin D 
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Cholesterin aus atherosklerotischer Aorta. 
1,203°/, in Ather. 


1) Naturw. 18, 585 (1930). 
2) Jl. chem. Soc. London 1928, S. 47. 
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hiitte etwa 50fach angereichert sein miissen, erwies sich im Ratten- 
versuch als antirachitisch véllig unwirksam. Das aus etwa 15 g 
Digitonid riickgewonnene Cholesterin (Spaltung mit Xylol unter 
LuftabschluB) wurde 5 mal aus Methylalkohol umkrystallisiert und 
zur spektrophotometrischen Analyse verwandt.') 


Zusammenfassung. 

Es konnte in dem Fett, das aus atherosklerotischen Aorten 
gewonnen War, weder mit der spektrophotometrischen Methode 
Ergosterin, noch im biologischen Versuch Vitamin D gefunden 
werden. Selbst das von Cholesterin befreite Unverseifbare, in dem 
sich eine Konzentration um das 50fache hatte ergeben miissen, 
hatte auch in sehr groBer Dosierung keine antirachitische Wirk- 
samkeit. 

In Bestiitigung der Angaben von Page und Menschick 
konnte in dem aus Aorten gewonnenen Cholesterin eine Substanz 
bemerkt werden, die eine Adsorption bei 238 mu autweist. 


1) Die Analyse wurde dankenswerterweise von Herrn Dr. Pallutz 
im chemischen Laboratorium der Universitit Gottingen ausgefiilrt. 




















Experimentelle Studien iiber den Nucleinstoffwechsel. 
XXX. Mitteilung. 


Uber die fermentative Aufspaltung der Hefenucleinsaure 
mit Nucleotidase aus Darmschleimhaut. 


Von 


Franz Bielschowsky und Friedrich Klemperer. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Freiburg i. B.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Juli 1932.) 


Wie in der 27. und 29. Mitteilung beschrieben wurde, gelingt 
es mit dem von W. Klein aus Darmschleimhaut hergestellten 
Enzympraparat, die tierische Nucleinsiure in Nucleoside und 
Phosphorsiure aufzuspalten. Klein hatte schon beim Studium 
der Enzymwirkung festgestellt, daB sich Hefe- und Thymus- 
nucleinsiure gegeniiber dem gleichen Ferment verschieden ver- 
halten. Er fand, daB die Phosphorsiéiureabspaltung aus der Hefe- 
nucleinsiure langsamer verlaéuft und daB die bei der tierischen Nuclein- 
siure ermittelten hohen Endwerte von nahezu 100°/, nicht erreicht 
werden. Wir untersuchten, ob diesem verschiedenen Verhalten 
gegeniiber dem gleichen Ferment auch verschiedene Spaltungs- 
produkte entsprechen. Es gelang, auch bei der Hefenucleinsiiure 
krystallisierte Nucleoside zu isolieren. Es wurden Guanosin, 
Inosin, Uridin und Cytidinpikrat erhalten. 

Die Isoherung des Hypoxantindesoxyribosids bewies, da in 
dem aus Darmschleimhaut hergestellten Enzympriparat eine Des- 
amidase enthalten ist, die die in 6-Stellung stehende Aminogruppe 
aus dem praéformierten Adenosin bei intakter Purin-Kohlehydrat- 
bindung abspaltet. Das entsprechende Desamidierungsprodukt 
des Cytosins, das Urazyldesoxyribosid, wurde weder von Levene 
noch von uns gefunden. Die Isolierung von Uridin aus Hefe- 
nucleinsiure neben relativ geringen Mengen Cytidin beweist, daB 
sich die beiden Aminopyridinnucleoside gegeniiber der im an- 
gvewandten Fermentpraparat enthaltenen Desamidase verschieden 
verhalten. Wahrend das Cytidindesoxyribosid bei der fermenta- 
tiven Hydrolyse intakt bleibt, wird das entsprechende Ribosid aus 
Hefenucleinséure zum groBten Teil in Uridin verwandelt. 
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Klein hatte aus der vergleichenden Untersuchung der 
Spaltungsgeschwindigkeit geschlossen, daB im seinem Enzym- 
priparat eine Nucleotidacidase enthalten sein miisse, die vor der 
Phosphorsiureabspaltung wirksam ist, d. h. aus dem Polynucleotid 
Mononucleotide macht. Da die Mononucleotide der Hefenuclein- 
siiure gut krystallisierende und relativ leicht isolierbare Substanzen 
sind, hofften wir, durch die Isolierung dieser Verbindungen einen 
weilteren Beweis fiir das Bestehen dieses von Thannhauser und 
Levene postulierten Fermentes liefern zu kénnen. Die Méglich- 
keit, derartige Komplexe zu isolieren, war durch die Tatsache ge- 
geben, daB die Spaltung der Hefenucleinsdiure nicht quantitativ 
verliuft. Es gelang der Nachweis, dab der gréBte Anteil des nach 
beendeter fermentativer Hydrolyse vorhandenen, organisch ge- 
bundenen Phosphors auf Mononucleotide zu beziehen ist. Es 
konnte das tertiére Natriumsalz der Guanylsdure isoliert werden. 

Wir muBten uns aber iiberzeugen, daf die Hefenucleinsiure 
unter den angewandten Versuchsbedingungen auch ohne Zusatz 
von Ferment zum Teil in Mononucleotide aufgespalten. wird. Somit 
kOnnen in dieser Fragestellung unsere Versuche nur als Beitrag 
fiir die auBerordentliche Alkaliempfindlichkeit der Hefenuclein- 
siiure gelten. Es geniigt die Kinwirkung einer schwach alkalischen 
Reaktion (px 8,8) bei einer Temperatur von 37°, um das Hefe- 
nucleinsiuremolekiil zu hydrolysieren. Dieser Befund erlaubt 
keinen SchluB auf die Art der Bindung der Mononucleotide unter- 
einander. Es ist z B. aus den Untersuchungen von Grassman 
und Dykerhof bekannt, daB Esterbindungen bei diesem pu auf- 
gespalten werden kénnen. Somit spricht dieses Ergebnis nicht 
gegen die Méglichkeit einer esterartigen Verkniipfung der Mono- 
nucleotide; ebensowenig laBt es sich als ein Beweis fiir die von 
Thannhauser diskutierte Anhydridbindung der Phosphorsaure 
verwerten. 


Experimenteller Teil. 


100 g Hefenucleinsiure werden in etwa 500 cem Wasser 
suspendiert und soviel Natronlauge zugegeben, bis das px 8,8 
betraigt. Die Lésung wird mit 1250 cem 1/n-Ammoniumacetat- 
Ammoniumpuffer und 1250 cem 0,2 molarer Magnesiumacetat- 
lésung versetzt. Hierzu wird das, nach den Angaben von Klein’) 
aus Darmschleimhaut gewonnene Enzym, entsprechend 650 cem 
Glycerinextrakt, und soviel Wasser hinzugefiigt, daB das Gesamt- 
volumen 5 Liter betriigt. Dieser Ansatz wird 12 Stunden im 
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Thermostaten bei 37° gehalten. Die Versuchsanordnung ent- 
spricht im Prinzip der bei der fermentativen Hydrolyse der Thymus- 
nucleinséure mitgeteilten. Die Menge des Fermentes ist etwas 
groBer und die Dauer der Hydrolyse ungefihr verdoppelt, da die 
Phosphorsaureabspaltung der Hefenucleinsiure langsamer verliuft. 
Die GréBe der Spaltung schwankte zwischen 70 und 90°). Die 
Herstellung des Fermentes und die Phosphorbestimmungen wurden 
von W. Klein durchgefiihrt. 

Nach beendeter Hydrolyse wird die Lésung mit Eisessig auf 
px 4,5 angesduert. Das hierbei ausfallende Eiweif wird nach 
kurzem Stehen abfiltriert. Das Filtrat von EiweiBb wird mit 
Ammoniak neutralisiert und im Vakuum bei einer Temperatur 
des Wasserbades von 40° auf etwa 2 Liter eingeengt. Die Phosphor- 
siure wird mit 250 cem einer Loésung, die 5,25°/, Magnesium- 
acetat, 18°/, Ammonacetat und 3,5°/, Ammoniak enthilt, als 
Magnesium-Ammonium-Phosphat  gefallt. Nach 12stiindigem 
Stehen wird der Niederschlag abgesaugt. Gleichzeitig mit dem 
Magnesium-Ammoniumphosphat fallen kleine Mengen Guanosin 
aus. Diese werden durch mehrfaches Behandeln mit heibem, 
schwach ammoniakalischem Wasser vom Magnesium-Ammonium 
Phosphat abgetrennt. Das Filtrat des Magnesium-Ammonium 
Phosphatniederschlages und die guanosinhaltigen Waschwisser 
werden vereinigt und bei 40° auf etwa 1500 ccm eingeengt. Hierbei 
fallt ein gallertisierender Niederschlag aus, von dem nach mehr- 
stiindigem Stehen im Ejisschrank abzentrifugiert wird. Die iiber- 
stehende Losung gibt bei schwach saurer Reaktion mit Bleiacetat 
keinen Niederschlag. Sie wird mit einem UberschuB von Ammoniak 
und basischem Bleiacetat versetzt. 

Die abzentrifugierte Gallerte wird in etwa 100 cem heibem 
Wasser gelést und bei schwach sauerer Reaktion mit basischem 
Bleiacetat versetzt. Hierbei entsteht ein Niederschlag; dieser wird 
mit Schwefelwasserstoff zersetzt und das Filtrat vom Bleisulfid 
im Vakuum eingeengt. Aus der stark eingeengten Lésung fallt mit 
Mineralséuren ein reichlicher, amorpher Niederschlag aus. Die aus- 
gefallte Substanz enthalt Phosphor und gibt eine starke Orcinreak- 
tion. Ks handelt sich demnach um ungespaltene Hefenucleinsiure. 

Das Filtrat der Bleiacetatfallung wird ammoniakalisch ge- 
macht und nochmals mit Bleiacetat versetzt, wobei ein starker 
Niederschlag entsteht. Es wird mit dem aus dem Filtrat der Gallerte 
erhaltenen Bleiammoniakniederschlag vereinigt. Der Bleiammo- 
niakniederschlag wird mehrfach mit Wasser gewaschen und mit 
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H,S vom Blei befreit. Das Filtrat vom Bleisulfid wird im Vakuum 
bei 40° eingeengt. Beim Einengen fallt eime in Nadeln krystalli- 
sierte Substanz aus, von der abgesaugt wird. Da der Schmelz- 
punkt dieser Substanz trotz mehrfachen Umkrystallisierens aus 
heiBem Wasser nicht iiber 230° hegt, muB die Substanz nochmals 
uber eine Bleiammoniakfallung gereinigt werden. Der Schmelz- 
punkt liegt jetzt nach einmaligem Umkrystallisieren bei 238°. Die 
Analysenwerte stimmen mit den fiir Guanosin (Guanin-d-Ribose) 
berechneten iiberein. 

2,590 mg Subst.: 3,580 mg CO,, 1,200 mg H,O. — 1,944 mg Subst.: 
0,371 com N, (758 mm, 20,5°). 

C,o9H,,0;N; + 2H,O (319,18) Ber. 37,60 C 5,37 H 21,94 N 

Gef. 37,70 ,, 5,18 ,, 22,14 

Das Filtrat vom Guanosin wird weitgehend eingeengt und 
mit 500 ccm absolutem Alkohol verrieben. Es entsteht ein fast 
weibes Pulver. Dieses wird mit den zum Trocknen verwendeten 
500 cem Alkohol am RiickfluBkiihler etwa 5 Minuten gekocht und 
heiB abgesaugt. Das Filtrat wird mit 500 cem Ather versetzt. 
Nach 1 Stunde wird von einem geringen Niederschlag abgesaugt. 
Das alkoholisch-aétherische Filtrat wird im Vakuum soweit ein- 
geengt, bis ein in Nadeln krystallisierender Niederschlag auftritt. 
Von diesem wird nach 24stiindigem Stehen im Eisschrank abgesaugt. 
Diese Substanz wird aus heibem 80°/,igem Alkohol 2mal umkry- 
stallisiert. Sie schmilzt scharf bei 218°. Es handelt sich um Inosin. 

3,018 mg Subst.: 5,085 mg CO,, 1,275 mg H,O. — 2,366 mg Subst.: 
0,424 com N, (760 mm, 21,5°). 

C,oH,.0;N, (268,13) Ber. 44,75 C 4,51 H 20,90 N 

Gef. 45,01 ,, 4,63. ,, 20,78 ,,. 

Aus dem dureh die Atherfallung entstandenen Niederschlag 
kénnen noch kleine Mengen Inosin gewonnen werden. 

Das Filtrat vom Inosin wird weiter eingeengt. Dabei tritt ein 
meist in groben Nadeln krystallisierender Niederschlag auf. 
Zuweilen entsteht ein Ol, aus dem durch Lésen in 90°/,igem Alkohol 
und langsames Erkaltenlassen die gleichen Krystalle erhalten 
werden kénnen. Diese Substanz wird 2mal aus heiBem 90°/,igen 
Alkohol (das erste Mal unter Zusatz von etwas Tierkohle) um- 
krystallisiert und schmilzt dann bei 164°. Die Analysen ergeben 
die fiir Uridin berechneten Werte. 

3,452 mg Subst.: 5,645 mg CO,, 1,590 mg H,O. — 3,947 mg Subst.: 
0,386 com N, (753 mm, 220°). 

C,H,,0,N, (244,12) Ber. 44,24C 4,96 H 11,48 N 
Gef. 44,60 ,, 5,15 ,, 11,21 ,, 
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Der in Alkohol unlésliche Riickstand wird in Wasser geldést 
und mit Bleiacetat im UberschuB versetzt. Es fillt ein erheblicher 
Niederschlag aus, von dem nach 12 Stunden abgesaugt wird. Das 
Filtrat wird mit Bleiacetat und Ammoniak versetzt. Dieser zweite 
Bleiammoniakniederschlag wird mit Schwefelwasserstoff zersetzt. 
Aus der vom Blei befreiten Lésung kénnen nach der oben be- 
schriebenen Methodik weitere Mengen Guanosin und Inosin er- 
halten werden. Der alkoholunlésliche Anteil wird in wenig Wasser 
gelést und mit waBriger Pikrinsdéurelésung versetzt. Dabei ent- 
steht ein in feinen Nadeln krystallisierender Niederschlag. Er wird 
2mal aus heiBem Wasser und Imal aus heifbem Alkohol umkry- 
stallisiert. Der Schmelzpunkt betragt beim Krystallisieren aus 
Wasser 185°, aus Alkohol 195° Die Analysenwerte stimmen mit. 
den fiir Cytidinpikrat berechneten iiberein. 


2,750 mg Subst.: 3,790 mg CO,, 0,935 mg H,O. 1,913 mg Subst.: 
0,289 mg N, (759 mm, 23,5°). 
C,5H,gN,eO1. (472,18) Ber. 38,12 C 3,42 H 17,80 N 
Gef. 37,59 ,, 3,80 ,, bp ae 


Der Bleimederschlag, der dem Alkohol unléslichen Anteil der 
ersten Bleiammoniakfallung entspricht, wird in der tblichen Weise 
mit H,S behandelt, dann zur Trockene gebracht und mit Alkohol 
gehartet. Die Ausbeute an diesem Nucleotidgemisch betrug 15,3 g. 
Es wird nach den Vorschriften von Jones und Perkins‘) auf- 
gearbeitet. Die Guanylfraktion wird in 36 cem Wasser geldst 
und mit 7,2 g Natriumacetat versetzt. Beim Stehen im Eisschrank 
entsteht ein flockiger Niederschlag, von dem abzentrifugiert wird. 
Dieser Niederschlag wird 3 mal aus je 36ccem 209/,iger heiBer Natrium- 
acetatlésung umgefallt. Er wird in 15 cem heiBer, doppelt normaler 
Natronlauge gelést und mit dem 3—4fachen Volumen absolutem 
Alkohol versetzt. Dabei fallt ein Ol aus, das beim Erkalten und 
beim Reiben mit dem Glasstab in Nadeln krystallisiert. Die 
Substanz wird in Wasser gelést und nochmals mit der 3fachen 
Menge Alkohol versetzt. Auf diese Weise wurde die Substanz in 
rein weiBen, groBen Krystallen erhalten. Sie enthalt Phosphor 
und gibt eine starke Orcinreaktion. Es handelt sich um das ter- 
tidre Natriumsalz der Guanylséure, das durch Natriumacetat als 
sekundiares Salz ausgefallt und mit Hilfe von Natronlauge in das 
tertiaére Salz wbergefiihrt wurde. Aus dem der Adenylfraktion von 
Jones und Perkins?) entsprechenden Anteil wurden gut krystalli- 
sierte Brucinsalze gewonnen. Ihre Aufarbeitung unterblieb, da 
Kontrollversuche ergaben, daB eine gleichartige Behandlung der 
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Hefenucleinsiure ohne Ferment ebenfalls Mononucleotide ent- 
stehen Jabt. 

Die Ausbeute betrug: fiir Guanosin 6,0 g, fiir Inosin 1,8 g, 
fir Uridin 2,1 g, fiir Cytidinpikrat 1,0 g. 

AuBerdem wurden 0,8 g guanylsaures Natrium erhalten. 

Kontrolle der Fermentwirkung: 20 g Hefenucleinséiure werden 
12 Stunden bei 38° im Thermostaten gehalten. Die Konzentration 
des Puffers und des Magnesiumacetats entspricht den Versuchs- 
hbedingungen der fermentativen Hydrolyse (px 8,8). Die Lésung 
wurde neutralisiert, auf ein Volumen von 200 cem im Vakuum bei 
40° Badtemperatur gebracht und mit Bleiacetat gefallt. Nach 
intfernung des Bleisulfids wurde die Losung zur Trockene gebracht 
und nach den Angaben von Jones und Perkins’®) in eine Guanyl- 
und eine Adenylfraktion getrennt. Aus der Guanylfraktion laBt 
sich durch Fallung mit Natriumacetat das sekundire Natriumsalz 
der Guanylsiiure isoheren. Kine Abspaltung von Phosphorséure 
konnte nicht nachgewiesen werden. 

5 o Hefenucleinsiure werden in 10 ccm Wasser gelést und mit 
Ammoniak neutralisiert. Die L6sung wird mit 1,5 Teilen absoluten 
Alkohols versetzt. Eine Adenylfraktion ist nicht nachweisbar. Aus 
der Guanylfraktion liBt sich mit Natriumacetat kein Niederschlag 
ausfillen. 

Die Darstellung des tertiaéren Salzes der Guanylsiéiure aus der 
Guanylfraktion nach Hydrolyse mit 1°/,iger Natronlauge (Jones 
und Perkins*): Nach Uberfithrung der Mononucleotide in die 
Ammonsalze wird die Lésung mit 1,5 Teilen Alkohol versetzt. Der 
hierbei entstehende Niederschlag wird in 100 cem Wasser geldst 
und 20 g Natriumacetat zur Lésung hingugegeben. Es fallt ein 
weiBer, flockiger Niederschlag aus. Dieser wird nach Abkihlen 
abzentrifugiert und noch 8mal in Wasser geloést und mit Natrium- 
acetat gefillt. Hierauf wird das sekundire Natriumsalz nach den 
Angaben von Steudel und Peiser?) in das krystallisierte tertiire 
Salz wbergefiihrt. Ausbeute 4,5 g aus 50 g Hefenucleinsiéure. 
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Die Anwendbarkeit der Spektralanalyse 
zur quantitativen Bestimmung von Alkalien und Erdalkalien. 


I. Mitteilung. 
Von 
W. H. Jansen und J. Heyes. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus der medizinischen Abteilung des Marienhospitals-Venusberg zu Bonn 
und dem Physikalischen Institut der Universitat Bonn.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Juli 1932.) 


Man hat schon sehr friih versucht, die qualitative Methode 
der Spektralanalyse, die aus dem Auftreten von Linien gewisser 
Elemente auf das Vorhandensein der Elemente selbst schlieBen 
laBt, zu einer quantitativen Methode auszugestalten. Hierbei 
wurde aus der Anzahl und der Intensitét der Linien eines Elements 
auf seine vorhandene Menge geschlossen. Diese Methode, aus der 
Zahl der Linien eines Elements im Spektrum einer unbekannten 
Substanz auf die vorhandene Menge zu schlieBen, war nur durch- 
fiihrbar bei den linienreichen Elementen der Schwermetalle (Gra- 
monts!) u. a.) und fand als solche auch Eingang in die Praxis. 

Bei den Alkalien und Erdalkalien, die im sichtbaren und ultra- 
violetten Bereich des Spektrums nur sehr wenige Linien zihlen, 
konnte diese Methode naturgeméB keine Anwendung finden. Hier 
konnte eine quantitative Spektralanalyse nur durch einen Inten- 
sitaétsvergleich der Linien durchgefiihrt werden. 

Zur Anregung der Spektren wurde von den meisten Autoren die Flamme 
benutzt, weil sie fiir die Alkalien und Erdalkalien eine verhaltnismaBig groBe 
Linienintensitat liefert, die auch im ganzen Bereich der Flamme ziemlich 
weitgehend konstant ist. Der Versuch von Lucas, an Stelle der Flamme 
den Bogen zur Anregung der Alkalispektren zu benutzen, hat keinen be- 
sonderen Erfolg gehabt, weil die Anregungsbedingungen und damit die Linien- 
intensitéten an den einzelnen Stellen des Bogens auBerordentlich ver- 
schieden sind. 


Als erste haben Gooch und Hart?) versucht, eine quantitative Spektral- 
analyse der Alkalien und Erdalkalien durchzufiihren, indem sie die Intensitat 


1) A.du Gramont, C. r. Acad. Sci. 159, 6. 
2) F. A. Gooch u. T. S. Hart, Amer. J. of Science (III) 42, 392. 
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der roten Kaliumlinie durch Verdiinnung der zu untersuchenden Lésung der 
Intensitat der Kaliumlinie einer bekannten Lésung anglichen, so daB die 
Linie bei beiden Lésungen schlieBlich gleichhell erschien. Zur Einfiihrung 
der Lésung in die Flamme beschickten sie eine Platinspirale mit der Lésung 
und zogen sie dann durch die Flamme hindurch. Gouy!) schlug fir die 
Kinfiihrung in die Flamme einen Zerstauber vor. Weiterhin haben sich noch 
Beckmann und Klemperer?) mit der Konstruktion von Zerstéubern be- 
faBt. Mehr interessant als praktisch anwendbar ist hier die Konstruktion 
von Klemperer, der die zu untersuchende Lésung elektrolytisch zerstaubte. 

Allen diesen Versuchen haftet aber ein entscheidender Mangel 
an: abgesehen davon, daB es schon fast unmdglich ist, durch Ver- 
dimnen der unbekannten Lésung die beiden Linien intensitiats- 
vleich zu erhalten, ist auch das Auge besonders bei schwachen 
Linienintensititen, d. h. geringen Konzentrationen der Lésungen 
sehr unempfindlich fiir kleine Helligkeitsunterschiede. 

Lundegardh’) ging deshalb dazu iiber, die Spektren der 
Standardlésungen zusammen mit den zu untersuchenden Lésungen 
auf eine Platte zu photographieren und durch photometrische 
Jestimmung der Schwiarzungen der einander  entsprechenden 
Linien quantitative Angaben iiber den Gehalt der L6sungen zu 
gewinnen. Die Schwarzungen, die sich bei der Aufnahme der 
unbekannten Lésung ergeben, werden zwischen diejenigen bekannter 
Loésungen eingeordnet und dann wird durch Interpolation der ge- 
naue Wert fiir die unbekannte Lésung gefunden. 

Dieses Arbeitsprinzip zur Anwendung der quantitativen 
Spektralanalyse als einer ausgesprochenen Mikromethode  er- 
schien uns aussichtsreich fiir die Mineralanalyse in biologischen 
Losungen. Da die Linienintensititen der Alkahen und Erd- 
alkalien weitgehend unabhaingig sind von der Anwesenheit an- 
derer Elemente in derselben Lésung, wird man Alkalien und Erd- 
alkalien gleichzeitig mit Hilfe einer Aufnahme in der zu unter- 
suchenden Lésung quantitativ bestimmen koénnen. 

Die erste Reihe unserer spektralanalytischen Untersuchungen 
umfaBt soleche waBrigen Lésungen, die eine groBe Anzahl von 
Kationen und Anionen in natiirlicher Form enthalten, das sind 
die natiirlichen Mineralwisser. Als Versuchsobjekt wahlten wir 
den unserer Arbeitsstitte benachbarten ,,Neuenahrer Sprudel”, 
eine kohlensiurehaltige alkaliseche Therme, um so mehr, als_hier- 


1) A. Gouy, Ann. chim. et phys. (5) 18, 5. 

2) R. L. Klempner, Uber quantitative Spektralanalyse. Diss. 1910. 

3) H. L. Lundegardh, Die quantitative Spektralanalyse. Jena 1929. 
Verlag Fischer. 
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Anwendbarkeit der Spektralanalyse zur quantitativen Bestimmung usw. ri 


fiir eine genaue chemische Analyse aus dem Laboratorium des 
Dr. Fresenius in Wiesbaden vom letzten Dezember vorlag. 


Apparatur. 


Der Zerstauber (Fig. 1) besteht aus einem zylindrischen GefaB, an 
dessen einem Ende die domartige Erweiterung (g) mit dem Ansatzrohr s, 
sich findet, und dessen anderes Ende halbkugelférmig ausgebuchtet und mit 
dem Glasschliff s, versehen ist, auf welchem der VerschluB & luftdicht auf- 
sitzt. Letzterer hat eine zentrale Bohrung / fiir die Zuleitung der Druck- 
luft. Am inneren Ende dieses Zuleitungsrohres ist der Injektor z mit einem 
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Gummiring (6) aufgesetzt, und zwar so, daB er mit der Spitze seines 7'-Stiickes 
in die bei e befindliche Fliissigkeit eintaucht. Die durch das Zuleitungsrohr 
eintretende Druckluft reiBt die in e befindliche Fliissigkeit durch den In- 
jektor hindurch mit und zerstéubt sie zu einem 
feinen Fliissigkeitsnebel im GefaB g und driickt sie \s 
durch s, in die Flamme. Man muB bei Anfertigung 
des Injektors aus Glas genau darauf achten, dab 
durch Verkleinerung der Diise der zur Zerstaubung 
notwendige Druck erreicht wird, daB gleichzeitig aber 
auch eine geniigend groBe Menge Druckluft in die 
Acetylenflamme eingefiihrt wird, um die Flamme 
nichtleuchtend zu machen. 

Der Brenner (Fig. 2) war ein Glasrohr (£), 
das am oberen Ende (s) eine mit einem Schliff auf- | 
gesetzte Kappe (@!) aus Duranglas trug. | 


Durch einen seitlichen Ansatz (#,) des Brenners ig S3 
trat die aus dem Zerstauber kommende Luft ein. s 
Der Brenner war mit einem Gummiring (P) auf | 
eine Diise aus Messing (k) aufgesetzt, die in der Mitte a 
mit einer Bohrung von 0,1 mm Durchmesser versehen = “Reg 
war. Durch den Ansatz E, tritt das Acetylen in den pte : 
Brenner (F) ein. i ntushindecsaa 

Die Druckluft wurde einer Bombe entnommen, Brenner 


in der sie unter einem Druck von 65 Atmospharen Fig. 2. 
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stand. Ein Reduzierventil hielt den Druck auf ungefahr 40cm Quecksilber. 
Die Druckregelung fiir das Acetylen erfolgte ebenso, doch wurde hier zur 
Messung des fiir die Flamme nétigen bedeutend geringeren Acetylendrucks 
ein offenes Wassermanometer benutzt, mit welchem der Druck meist auf 
70cm Wasser einreguliert wurde. 

Die Flamme befand sich ungefahr 2 cm vor dem Spalt eines Quarz- 
spektrographen von Zeiss. Der Spalt war durch ein vorgesetztes Quarz- 
fenster gegen Staub und andere auBere Einfliisse geschiitzt. Die Spaltbreite 
wurde durchweg auf 0,15 mm gehalten. Man erhielt dann verhaltnismaBig 
groBe Intensitaten bei scharfer Trennung der einzelnen Linien. 

Vor dem Fenster befand sich ein VerschluB, dessen Konstruktion 
aus der Fig. 3 ersichtlich ist. Auf dem Brett Br ist ein Solenoid-(Sp) be- 
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festigt. Sein Eisenanker k steht in Verbindung (D) mit einem Hebel- 
system A, und A,, dessen Drehpunkte P, und P, sind. Der Strom wird 
durch die Klemme Al, und Al, zugefiihrt. Bei Stromschlu8B wird der Anker 
eingezogen und durch die Hebelwirkung der VerschluB W gehoben, wodurch 
der Spalt freigegeben wird. 

Analysengang. 

Die fiir die Untersuchung benutzten Vergleichslésungen 
wurden in einer fiir die besonderen Zwecke giinstigen Konzentra- 
tion gewihlt und aus reinsten Kahlbaumsalzen hergestellt. Die 
angesetzten Loésungen wurden vor dem Gebrauch nochmals 
chemiseh untersucht. Die Vergleichslésung enthielt pro Liter 
0.07313 ¢ NaCl, 8,780 ¢ KCl, 1,11 g CaCl, und 0,10474g¢ LiCl. 
Diese Stammlésung wurde dann noch mit destilliertem Wasser 
auf 1/,, 31/4, 1/, und 4/,, verdinnt. 

Fir die Natriumbestimmung wurde das Mineralwasser mit 
destilliertem Wasser auf 1/;, verdiinnt, weil das unverdiinnte 
Mineralwasser in der Flamme eine zu _ grobe Intensitaét der 
Na-Linie zeigte. Dagegen waren die Linien der anderen Kationen 
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bei der Aufnahme des unverdiinnten Wassers nicht zu sehen, so 
daB fiir die Caletumbestimmung 50cem und fiir die Lithium- 
und Kaliumbestimmung bis zu 600 cem Mineralwasser ein- 
gedampft und der Riickstand in 20—80cem_ Salzsiiure auf- 
genommen wurde. 

Der Analysengang gestaltete sich alsdann in der Weise, dab 
das zu den Verdiinnungen verwandte destillierte Wasser zuerst 
photographiert wurde. Darauf wurde das ZerstiiubergefiB mit 
10 cem der 1/,.-Mischlésung ausgespiilt und der Injektor in Be- 
trieb gesetzt, um die Reste des destillierten Wassers auch aus dem 
Injektor zu entfernen. Nach dem Abtropfen der zur Spilung 
benutzten Lésung wurden dann wieder 10 cem der 1/,;¢-Misch- 
lésung eingefillt, der Injektor in Betrieb genommen und die 
Flamme angeziindet. Nachdem die Flamme kurze Zeit gebrannt 
hatte, wurde der VerschluB des Spalts zwecks Aufnahme ge- 
Offnet. Die Belichtungsdauer betrug immer 60 Sekunden, die mit 
der Stoppuhr gemessen wurden. Wahrend der Aufnahme muBten 
der Luftdruck und der Druck des Acetylens konstant gehalten 
werden. Indessen machen kleine Druckschwankungen nicht viel 
aus, da sie nur die Héhe der Flamme etwas beeinflussen, wihrend 
sich ja nur die Mitte der Flamme vor dem Spalt des Spektro- 
graphen befindet. 

Nach jeder Aufnahme wurde die im Zerstiiuber befindliche 
Flissigkeit nach dem Abtropfen mit der niachsthéheren Lésung 
ausgespilt und dieselbe Lésung wieder eingefillt. Nach der Auf- 
nahme der Vergleichslésungen wurden dann die Mineralwasser- 
proben auf dieselbe Platte photographiert, und zwar wieder unter 
Beriicksichtigung der oben angewandten VorsichtsmaBregeln beim 
Ausspiilen und Einfillen. Da die Lithiumlinie 6707 photographiert 
werden mute, wurde mit Agfa-Pan-Platten gearbeitet, die in 
vollkommener Dunkelheit mit einem Spezialentwickler fiir Pan- 
Platten entwickelt wurden. Bei den hochempfindlichen Pan- 
Platten muB man sehr darauf achten, daB die Platten nicht 
schleiern, weil sonst eine genaue Photometrierung in Frage ge- 
stellt wird. Hierzu ist es nétig, die Temperatur des Bades und 
die Entwicklungsdauer konstant zu halten. 

Nach Beendigung der photographischen Behandlung der 
Platte wird diese mit dem selbstaindig registrierenden 
lichtelektrischen Photometer von Kriiss photometriert. 

Der Intensitét der einzelnen Kationenlinien der Spektro- 
sraphplatte entsprechen die Hoéhen der Zacken auf der Photo- 
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meterplatte. Indem man die Abstinde der Zackenspitzen von 
der sogenannten Nullinie mifbt, erhalt man den Intensitéitsgrad 
der einzelnen Kationenlinien. Die Nullinie ist gegeben dadurch, 
daB das Licht durch den ungeschwarzten ‘Teil der photographischen 
Platte hindurchgeht, wahrend die Zacken den Schwirzungen der 
einzelnen Kationenlinien entsprechen. Die Nullinie verléuft meist 
vollkommen gerade und wird auf der Photometerplatte zur 
besseren Sichtbarmachung nachgeritzt und so unterstrichen. Die 
Ausmessung der Abstiinde der Zackenspitzen von der Nullinie 
wird am besten mit einem Kathetometer ausgefihrt. 

Aus der beigefiigten Abbildung von Platte N.W.S. 65—66 
(Fig. 4) kann man deutlich die Intensititsabnahme der Linien 
mit zunehmender Verdiinnung der Vergleichslésung ersehen. Die 
Hohe der Linien wurde dureh eine vor der Kassette befindliche, 
schmale Blende begrenzt, so daB bis zu 20 Aufnahmen auf einer 
Platte gemacht werden konnten. 


300 ccm Neuenahrer Sprudel eingedampft 
und in 30 cem HCI gelést. 


J 

Neuenahrer Sprudel auf ?/;, verdtinnt. 
Neuenahrer Sprudel auf 1/99 verdiinnt. 
| 1/, Mischlosung. 

1/, MischlOsung. 

1/, Mischlésung. 

1/, Mischlosung. 


1/45 Mischlosung. 


destilliertes Wasser. 





Fig. 4. 


Bestimmung des Natriums im Neuenahrer Sprudel. 
Die fiir die Berechnung der Natriummenge im Neuenahrer 
Wasser sich ergebenden Werte aus Platte N.W.S. 65—66 sind in 


Tab. 1 zusammengestellt. 
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Tabelle 1. 


Natriumbestimmung aus Platte N.W.S. 65—66. 











. Nullinienabstand der — Natriumgehalt 
weet Schwarzungszacke  aeaenanine in g ae Live 
Neuenahrer 
Sprudel 6,420 1 /s0 — 
9 3,020 ¥ 100 ‘ 
Mischlésung 8,484 i}, 0,0140460 
8,480 a 0,0140460 
- 6,870 1/, 0,0070230 
“< 6,870 1), 0,0070230 
“ 3,575 a} 0,00385115 
- 3,565 1/, 0,0035115 
- 1,330 l/se 0,0017557 
# 1,330 1/6 0,0017557 











Da die Intensitaét der Natriumlinie in dem auf !/;) ver- 
diinnten Neuenahrer Wasser zwischen der einer 1/,- und !/,-Misch- 
lésung sich findet, hegt auch der Natriumgehalt dieser verdiinnten 
Lésung zwischen den entsprechenden Werten der Vergleichs- 
lésungen, d. h. zwischen 0,0035115 und 0,0070230 g Na pro Liter. 
Die genauen Mengen berechnen sich nach der Formel 


a—bd 


n=n, + -n 
. c—b ” 


in welcher , die untere Konzentration von den beiden bekannten 
Grenzwerten der Vergleichslédsungen, a den Nullinienabstand der 
zu untersuchenden Lésung, b den Nullinienabstand der Misch- 
lésung bei der Konzentration n, und ¢ denjenigen bei der nichst- 
héheren Konzentration bedeutet. 

Der Natriumgehalt des auf 1/;) verdiinnten Wassers ergibt 
sich nun beim Einsetzen des aus beiden Nullinienabstinden ge- 
bildeten Mittelwertes der Vergleichslésungen in die oben an- 
gefiihrte Gleichung zu: 

6,420 — 3,570 


‘ff ee 4 x4 F : 
Na = 0,0035115 + 6,870 — 3,570 


- 0,035115 = 0,006550 g Na pro Liter. 

Da aber der gemessene Natriumgehalt nur 1/,. des tatsiich- 
lichen ist, so ergibt sich ein Wert von 0,8275¢ pro Liter oder 
14.557 Millimol. 

Die Ausmessung der Schwirzung der Natriumlinie, die von 
dem auf 14/19) verdiinnten Neuenahrer Sprudel herriihrt, ergibt 
unter Anwendung der angefiihrten Formel einen Natriumgehalt 
der verdiinnten Lésung zu 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXI. 
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Na = 0,0017557 + 22920 — 1,330 
3,570 — 1,330 
Da das Mineralwasser hierbei auf 14/,9, verdiinnt war, ergibt 
sich der wirkliche Na-Gehalt zu 0,80804 g pro Liter oder 
13,71 Millimol. 
In dieser Weise wurden insgesamt 4 Natriumanalysen durch- 
gefihrt, deren einzelne Belege aus Raumersparnis nicht mit- 
geteilt werden’ kénnen, deren einzelne Werte in der Tab. 2 zu- 


- 0,0017557 = 0,0030804 g Na pro Liter. 


sammengestellt sind. 


Tabelle 2. 

















Na-Gehalt absolut Na-Gehalt Abweichung 
Verdiinnung Platte in g pro 1 Liter ‘n Millimol in °/, vom 
Sprudel . Mittelwert 
van N.W.S. 65 0,3275 14,557 + 3,7 
VE N.W.S. 65 0,3080 13,710 — 22 
00 «=| N.W.S. 641 0,3093 13,890 — 1,01 
Vion «| N.W.S. 64 IL] (03125 13,967 | — 0,45 _ 
Mittelwert = | 0,3143 | 14,031 | 


Nach der chemischen Analyse betrigt der Natriumgehalt des 
Neuenahrer Sprudels 0,38282g pro Liter bzw. 14,27 Millimol. 
Trotz der Fehler, die durch die groBe Verdiinnung auf 3/;. bzw. 
1/199 bei der Berechnung des Natriumgehaltes entstehen kénnen, 
ist der tatsichliche Fehler erstaunlich gering, wie sich aus der 
folgenden Tab. 3 ergibt. 

Tabelle 3. 





Na-Gehal Abweichung von 

meaorony ' dem Wert nach 

in Millimol F ag 
resenius in °/, 








Nach Fresenius ...... 14,27 — 
Mittelwert aus den spektro- 

skopischen Analysen... . 14,031 — 1,7 
Nach Na.W.S. 651 .... 14,557 + 2,0 
Nach Na.W.S 65IT .... 13,71 — 3,9 
Nach Na.W.S. 641... . 13,89 — 2,7 
Nach Na.W.S. 641I .... 13,967 — 2,1 


Zusammenfassend kann man also sagen, daB trotz der not- 
wendig gewordenen Verdiinnung des zu untersuchenden Wassers 
auf 4/,, bzw. 4/199 die Fehlergrenze unter 5°/, liegt. 

Im Gegensatz zur chemischen Analyse wird aber der Fehler 
nicht groéBer, je kleiner die nachzuweisende Menge Natrium ist. 
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Die beschriebene Methode wiirde bei einer Expositionszeit von 
60 Sekunden die Bestimmung des Natriums mit derselben Ce- 
nauigkeit bis zu Mengen von 0,3 mg pro Liter erméglichen. Bei 
einer Verlingerung der Expositionszeit auf 5—10 Minuten wiirde 
man noch bedeutend geringere Mengen nachweisen kénnen. Die 
Nachweisbarkeit ist nur dadurech beschrinkt, daB dureh die in 
der Luft vorhandenen Staubteilchen eine meBbare Intensitit der 
Natriumlinie hervorgerufen wird. Gerade beim Natrium ist der 
Nachweis auch noch deshalb so besonders empfindlich, weil in der 
Gegend der Natriumlinie das Spektrum der nichtleuchtenden Flamme 
keinen Untergrund hervorruft, der die Natriumlinie iiberdecken 
konnte. Was die Methode besonders wertvoll macht, ist die weit- 
gehende Unabhangigkeit von der Art der Bindung des Natrium 
und von der Anwesenheit anderer Kationen und Anionen. 


Bestimmung des Lithiums im Neuenahrer Sprudel. 

Zur Lithiumbestimmung wurden 300 cem Neuenahrer Sprudel 
eingedampft und der Riickstand mit 20cem chemisch reiner 
Salzsdéure aufgelést. Diese salzsaure Loésung wurde in derselben 
Art wie beim Natrium zerstéubt und in die Flamme gebracht, 
das Spektrum der Flamme photographiert, das Spektralphoto- 
gramm photometriert, ausgemessen und berechnet. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tab. 4 zusammen- 
gestellt. 

Tabelle 4. 
(Lithiumbestimmung aus Platte N.W.S. 65—66.) 

















rareieaget : Lithiumgehalt 
Lésung Pm er | Mittelwert meron in g 
chwarzungs- tration 
a zacke pro Liter 
300 ccm Neuenahrer 
Wasser eingedampft a) 0,452 in - 
und in 20cem HCl b) 0,458 0,405 15/1 
gelost 
meetin SS gen 3,870 1/1 0,017352 
” 5} “oor 1,357 1/2 0,008676 
™ b) re 0,336 1/4 0,004338 














Die Berechnung der Lithiummenge im Neuenahrer Sprudel 
erfolzte auf dieselbe Weise und nach derselben Formel, wie sie 
6* 





3 
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zur Natriumbestimmung benutzt wurde (vgl. S. 81). Beim Ein- 
setzen der Tabellenwerte in die Formel ergibt sich der Lithium- 
gehalt des Neuenahrer Sprudels zu 
0,455 — 0,336 
_ 0,004338 + "5. — 0,336 - 0,004338 | 
15 
Li = 0,0008229 g pro Liter oder 0,04613 Millimol. 

Es wurden noch vier weitere Analysen des Lithiums zunichst 
aus 300 ccm Sprudel, eingedampft und in 20cem HCl auf- 
genommen, und aus 600 cem Sprudel, eingedampft und in 80 cem 
HC] geldést, ausgefithrt. Die Ergebnisse sind summarisch in 
Tab. 5 zusammengefaBt. 


Tabelle 5. 

















K Lithiumgehalt | Lithium- | Abweichung 
onzen- Platte in g gehalt in °/) vom 

asain pro Liter in Millimol | Mittelwert 
15/1 N.W.S. 65—66 0,0003229 0,04613 —11,0 
15/1 N.W.S. 64 0,0003647 0,05211 + 0,39 
15/1 N.W.S. 64 0,000348 1 0,04973 — 4,2 
20/1 N.W.S. 64 0,0003988 0,05698 + 9,8 
20/1 N.W.S. 64 0,0003823 0,05461 + 5,2 


Mittelwert = | 0,0003634 





0,05191 | 


Die gréBeren Unterschiede in den einzelnen Werten bei der 
Lithiumbestimmung im Vergleich zu den Werten bei der Natrium- 
bestimmung erkliren sich zwanglos aus dem sehr viel geringeren 
Li-Gehalt des Sprudels. Trotzdem ist die gré8Bte Spannung 
zwischen 0,00032 und 0,00039 g Li pro Liter im Hinblick auf 
diese GréBenordnung als sehr klein zu _ betrachten. Die Ab- 
weichungen bis zu 10°/, von Mittelwert sind ebenfalls im Hinblick 
auf die GréBenordnung wohl als erlaubt anzusehen. 

Wiihrend die spektralanalytisch ermittelten Li-Werte um 
0,05191 Millimol schwanken, fallt der chemisch-analytisch  ge- 
fundene Wert von 0,069 Millimol doch nicht mehr in den Be- 
reich unserer Fehlergrenze. Der Unterschied zwischen dem Mittel- 
wert von 0,05191 der Lithtumbestimmungen nach der spektral- 
analytischen Methode und dem chemischen Wert von 0,069 nach 
Fresenius ist entweder durch Schwankungen im Lithiumgehalt 
des Wassers oder durch die gréBere Ungenauigkeit der chemischen 
Lithiumbestimmung bei Mengen von etwa 0,4 mg pro Liter im 
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Vergleich zu der viel schirferen spektroskopischen Methode zu 
erklaren. 
Bestimmung des Kaliums im Neuenahrer Sprudel. 
Der Analysengang fiir die Bestimmung des Kaliums war der- 
selbe wie beim Lithium. Das Nihere ergibt sich aus Tab. 6. 


Tabelle 6. 
(Kaliumbestimmung nach Platte N.W.S. 64.) 








iis . Kaliumgehalt 
Lésung “ _— cr | Mittelwert munis in g 
Schwarzungs- tration ; 
zacke pro Liter 
600 ceom Neuenahrer 
Sprudel eingedampft ‘ 
und in 30cem HCl 0,286 _ 20/1 _ 
gelost 
Mischldsung :, ap 1,697 1/1 1,9552 
" a) 0,598 nae 9 nee 
b) 0,622 0,610 1/2 0,9776 
” a) 0,244 ; 
B) O04 0,269 1/4 0,4888 














Durch Einsetzen der Tabellenwerte in die bekannte Formel 
(vgl. §.81) erhaélt man den Kaliumgehalt des Neuenahrer 
Sprudels zu 

0,286 — 0,269 
0,610 — 0,269 
20° 
Der chemische Wert nach Fresenius fiir den Kaliumgehalt 
ist 0,02381 g pro Liter oder 0,6089 Millimol. 

Wenn man beriicksichtigt, daB bei der Kaliumbestimmung 
die Absténde der Schwarzungszacke von der Nullinie nur sehr 
klein sind und deshalb kleine Verschiedenheiten im Plattenkorn 
und in dem immer vorhandenen Schleier schon Unterschiede in 
den Ergebnissen bewirken kénnen, so ist das Ergebnis der spektro- 
skopischen und chemischen Kaliumanalyse doch recht zufrieden- 
stellend. Die spektroskopische Kaliumbestimmung bedarf trotz- 
dem noch einer Verbesserung, was sowohl durch eine Verlingerung 
der Expositionszeit oder durch stirkere Empfindlichkeit der 
photographischen Platte oder durch andere MaBnahmen zu er- 
zielen wire. Versuche hiertiber sind im Gange. 





0,4888 + - 0,4888 


= 0,025655 g pro Liter oder 0,6560 Millimol. 
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Calciumbestimmung im Neuenahrer Sprudel. 





Fir die Caleiumbestimmung gilt methodisch dasselbe, was i 
fiir die bisherigen Kationenanalysen gesagt wurde. Naheres zeigt 
Tab. 7. | 

i 
Tabelle 7. 
Nullinienabstand |). , Calecium- 
Lésung der — — gehalt in g 
Schwarzungszacke | pro Liter 
50 cem Neuenahrer 
Sprudel eingedampft a) 0,792 " 
und in 30cem HCl b) 0,728 0,760 5/3 _ 
gelost 
Mischlésung a) 4,232 0 
Ss anne 4,204 1/1 0,4136 
" a) 2,222 : | 
S Sate 2,295 1/2 0,2068 
a) 0,256 | ieee : 
b) 0296 j 0,276 1/4 0,1034 














Durch Einsetzen der Werte aus der Tabelle in die Formel 
ergibt sich der Caleiumgehalt des Neuenahrer Sprudels zu 


0,760 — 0,276 
2,225 — 0,276 


= 0,07682 g pro Liter oder 1,9155 Millimol. 


ae 


(0.1034 4. : 0,1034) - 3/5 


BSE 


Der Vergleich mit dem auf chemischem Wege gefundenen 
Wert von 0,07879g pro Liter bzw. 1,966 Millimol zeigt auch 
hier wieder eine vorziigliche Ubereinstimmung. : 




















Um einen Uberblick tiber die gefundenen Ergebnisse zu f 
geben, seien nochmals die spektroskopisch gefundenen Werte mit : 
den chemischen verglichen. ; 

Tabelle 8. 
Gehalt des Gehalt des | Gehalt des Gehalt des : 
Sprudels Sprudels in g Sprudels Sprudels 
in g pro Liter pro Liter in Millimol in Millimol } 
nach Fresenius | spektroskopisch | nach Fresenius | spektroskopisch | 
Na 0,3282 0,31431 14,27 14,031 
Li 0,000479 0,0003634 0,0690 0,05191 
K 0,02381 0,02565 0,6089 0,6560 
Ca 0,07879 0,07682 1,966 1,9155 
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Unsere Aufgabe, uns tber die Brauchbarkeit und Genauig- 
keit der quantitativen Spektralanalyse zur Bestimmung kleinster 
Mengen von Alkalimetallen an der Hand eines quantitativ-chemisch 
genau definierten Ionengemisches zu orientieren, hat sich als eine 
gute Losung des analytischen Mikromethodenproblems heraus- 
gestellt. Wir sind deshalb dazu iibergegangen, dieses physikalische 
Prinzip der Mikroanalyse fiir Fragestellungen der Physiologie des 
menschlichen Mineralstoffwechsels auszubauen und werden in 
weiteren Mitteilungen dariiber berichten. 


Ks ist uns eine angenehme Pflicht, Herrn Professor Konen 
fiir seine wertvollen Anregungen und seine stete Bereitwilligkeit 
zur Unterstiitzung unserer Arbeit herzlichst zu danken. Die 
Untersuchungen wurden unter geldlicher Mithilfe seitens der 
Kurverwaltung des Bades Neuenahr im Rheinland ausgefihrt, 
welcher wir ebenfalls zu besonderem Dank verpflichtet sind. 
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Zur Kenntnis der Gallensiuren. 
XXXVI. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinair-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. August 1932.) 


I. Uber ein zweites, bei der Umlagerung der Oximino-tetracarbon- 


saure C,,H,.N,O, (Biliansdurereihe) entstehendes Produkt. 

In friiheren Mitteilungen!) ist gezeigt worden, daB die von 
Biliansiure sich ableitende Oximinoaminosiure (C,,H3.N,.0, (1) 
unter dem Einflu8 heiBer, 90°/,iger Schwefelsiure umgelagert 
wird und daB es sich bei dieser Umwandlung sehr wahrscheinlich 
um eine ,,gew6hnliche’ Beeckmannsche Umlagerung handelt, 
d. h. um eine Lactambildung, so daB dem neuen Stoff das Struktur- 
bild II zuerteilt werden kann. Allerdings hat sich die bei der 
Aufspaltung des Koérpers II entstehende Verbindung, in der man 
eine Diaminopentacarbonséiure zu erwarten hatte, noch nicht 
genugend kennzeichnen lassen. 

AuBer der in Tafeln vom Zersetzungspunkt 258° krystalli- 
sierenden Substanz II erhalt man nun, worauf schon friiher kurz 
hingewiesen wurde, bei der Umlagerung der Oximinoaminosiure I 
in geringerer Menge noch einen zweiten Stoff, der in Nadeln vom 
Zersetzungspunkt 226° krystallisiert. Kin Praparat, das offenbar 
aus einem Gemisch der beiden Formen bestand, war der van Sly ke- 
Analyse unterworfen worden: es lieferte wesentlich mehr Stickstoff, 
als die Lactamaminosaure II liefern kann, und bestand vermutlich 
aus ?/, Lactamaminosiure und 1/, Diaminoséure. Die _ letzt- 
genannte Saéure hatte man in den Nadeln zu suchen; in der Tat 
gab ein einheitlich aus Nadeln bestehendes Praparat bei der 
van Slyke- Bestimmung einen Stickstoffwert, der angenaihert mit 
der von einer Diaminosiure geforderten Zahl ibereinstimmte. 


!) Diese Z. 200, 41 (1931); 207, 267 (1932). 
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Beziiglich der Entstehungsweise der Diaminosiure dachte man 
zunichst an eine Aufspaltung des Lactamringes der Lactam- 
aminosdure IJ. Die hierdurch sich bildende Diaminopentacarbon- 
siure verlangt 55,79°/, C, die EKlementaranalyse der hygro- 
skopischen, sorgfiltig getrockneten Nadeln ergab aber 57,90°/,, 
d. h. denselben C-Wert, der dem Ausgangsmaterial I (57,80°/,) ent- 
spricht. Es muBte sich also bei der Bildung der Nadeln um eine 
andersartige, von der Beckmannschen abweichende Um- 
lagerung handeln. In der Literatur findet man auBer der Beck- 
mannschen verschiedene Oximumlagerungen beschrieben. Viel- 
leicht hat die Bildung der Nadeln ihr Analogon in einer Umlagerung, 
die von P.W.Neber und A.v.Friedolsheim!) beobachtet 
worden ist. Die genannten Autoren stellten fest, daB unter be- 
stimmten Bedingungen Benzyl-methyl-ketoxim in «-Amino-/-keto- 
x-phenylpropan umgewandelt wird: C,H;-CH,-C(: NOH):-CH, — > 
C,H;-CH(NH,)-CO-CH,. Vollzieht sich in unserem Falle eine 
aihnliche Umlagerung, so kann man den Nadeln die Struktur- 
formel III geben. Diese Formel bedarf aber noch der weiteren 
Stiitzung. Dabei ist auch zu priifen, ob das in Nadeln krystalli- 
slerende Produkt die Neigung zeigt, sich unter Umstinden zu 
einem Dihydropyrazinderivat zu kondensieren, wie dies bei dem 


Aminocampher CHC der Fall ist.2) Der Amino- 
CH-NH, 
campher reduziert auch Fehlingsche Lésung?), das Umlagerungs- 
produkt vom Zersetzungspunkt 226° verhalt sich hier negativ, 
I g 
ebenso wie die Tafeln vom Schmelzpunkt 258°. Man kénnte auch 
daran denken, daB bei der Umlagerung die Aminogruppe an ein 


anderes C-Atom als das in Formel III bezeichnete tritt. 


II. Erganzungen zu der van Slyke-Analyse 
des Aminoamids C,,H,.N,0, (84. Mitteilung). 


Unter der Einwirkung alkalischer Permanganatlésung bildet 
sich aus der Oximinoaminosdure I ein Produkt, dem médglicher- 
weise die Strukturformel IV zukommt. Eine van Slyke-Bestim- 
mung, die mit dem ,,Oxydationsprodukt‘ unter den iblichen 
Bedingungen, d.h. in Gegenwart von. Essigsiure, ausgefiihrt 
wurde, ergab einen Stickstoffwert der héher war als einer Amino- 





1) Liebigs Ann. 449, 109 (1926). 
2) P. Duden u. W. Pritzkow, Liebigs Ann. 307, 210 (1899). 
3) L. Claisen u. O. Manasse, Liebigs Ann. 274, 91 (1893). 
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gruppe entspricht, und auf eine partielle Mitbeteiligung einer 
Siureamidgruppe hinwies.!) Nach den Beobachtungen von 
Plimmer?) und nach eigenen Erfahrungen') ]éBt sich bei Saure- 
amiden die Amidgruppe nach der van Slykeschen Methode voll- 
stiindig erfassen, wenn man die Bestimmung nicht in Gegenwart 
von [ssigsiure, sondern von Salzséiure vornimmt, d.h. nach der 
iublichen Vorbereitung der Apparatur mit Nitritl6sung und Kis- 
essig eine Losung der Substanz in Salzsiure hinzugibt. Es wurden 
deshalb mit dem Aminoamid IV einige Bestimmungen in Gegen- 
wart von Salzséiure ausgefiihrt. Hs war auch hier nicht die Ab- 
sicht, die Bedingungen zu ermitteln, unter denen die Amidgruppe 
quantitativ reagiert, man begniigte sich vielmehr mit der Fest- 
stellung, daB bei den Salzsiureversuchen eine wesentlich gréBere 
Menge Stickstoff gefunden wurde als beim Essigséureversuch. 
Die Salzsiureversuche bilden zugleich eine weitere Stiitze fiir die 
Richtigkeit der Auffassung des ,,Oxydationsproduktes” als eines 
Aminoamids. Die Tatsache, daB bei dem van Slykeschen Ver- 
fahren die Séureamidgruppe im Gegensatz zur Aminogruppe nur 
in Gegenwart von Mineralséure reagiert, hat Plimmer?) mit der 
Annahme erklart, daB das Séureamid zunichst in der nicht 
reaktionsfaihigen Imidform: R-C(OH):NH vorliegt, die sich unter 
dem [influB stirkerer Saéure in die reaktionsfahige Amidform: 
R-CO-NH, umlagert. 


III. Uber die Oxydation der Nitrosoverbindung C,,H,,NO, 
(Biliansaurereihe) mit Salpetersaure. 


LaBt man auf Bilianséureoximlactam oder auf die blaue 
Nitrosoverbindung C,,H,,N,0, (V) bei Zimmertemperatur Salpeter- 
siure mehrere Tage einwirken, so entsteht eine gut krystallisierende, 
farblose Substanz, die eine Aminonitrilsiure darstellt von der wahr- 
scheinlichen Struktur VI. Die Bildung einer dem Korper VI ganz 
analogen Ketonitrilséure C,,H,,NO, (VIII) sollte man erwarten, 
wenn man die Nitrosoverbindung C,,H,,NO, (VII) oder auch deren 
Muttersubstanz: Bilanséure-dioxim tagelang mit Salpeterséure 
behandelt. Wie bereits friiher gemeinsam mit H. Kirchhof fest- 
gestellt wurde, entsteht hierbei auch tatsachlich ein farbloses 
Produkt, das aber bisher nur in gallertiger Form erhalten wurde 
und wegen dieser unerfreulichen Beschaffenheit zunachst noch 


1) Diese Z. 207, 273 (1932). 
2) Journ. Chem. Soc. London 127, 2651 (1925). 
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nicht néher untersucht worden ist. Neuerdings wurde nun beob- 
achtet, daB bei sehr langer Dauer des Versuchs die kleisterartige 
Substanz weiter verindert wird und ganz allmihlich die Aus- 
scheidung eines gut krystallisierenden Korpers erfolgt, der mit 
Biloidanséure C,,H,,0,. (IX) identifiziert werden konnte. DaB 
Biloidanséure, die ja auch aus Biliansiure selbst hervorgeht, aus 
der Nitrosoverbindung VII sich bildet, ist ohne weiteres verstiind- 
lich und es ist wahrscheinlich, daB das gallertige Zwischenprodukt 
eine Ketonitrilsiture von der Strukturformel VIII darstellt, wenn 
auch noch andere Méglichkeiten vorhanden sind. 

In der nachstehenden Tabelle sind der Einfachheit halber noch 
die alten Strukturformeln benutzt worden. Uber die zurzeit zur 
Diskussion stehenden 4 Struktursymbole vgl. Diese Z. 208, 120 
(1932). Inzwischen ist von O. Rosenheim und H. King!) eine 
neue Cholséureformel, die das System des hydrierten Chrysens 
enthalt, aufgestellt worden. Zu dieser Forme] soll hier noch nicht 
Stellung genommen werden. 





C:NOH NH CO 
, i | | 
CH, C CH, C 
| : | cut COOH | | Cutt SOOH 
CH C CH C 
ee, cin ad 
I COOH C————CH, II COOH C———CH, 
| | 
NH, | NH, 
COOH CH COOH COOH CH COOH 
ee a a i CO 
CH, CH, CH, CH, 
Oximinoaminosaure, Lactamaminosaure, 
Co4H3gN,0y Co,4H3.N,0, 
CO 


a — 
H.N-CH OC 
CH C 


lie Pil 
Il Goon G——cH, 
| 
NH, 


COOH CH COOH 


ee iti al 
CGH, CH, 


Diaminoketosaure, 
C,H 3gN,0, 


3) Journ. Soc. Chem. Industry 51, 464 (1932). 
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CO-NH, 


ae 
¢H—C 

C,)H,," COOH 
CH C 


a 
COOH C——-CH, 
NH, 


COOH CH COOH 
CH, CH, 
Aminoamidsaure, 

CogH3gN20y 


C:N 


i 
O:C-OH C 
C,9H,,-COOH 
CH C 
ee ae 
GOOH GC——CH, 


yy 


COOH CH COOH 
CH, CH, 
Aminonitrilsaure, 

CogH ggN2019 


C:N 


~~. 
O0:C-OH C 
C,oH., «COOH 
CH C 
ee, a 
CH, 





If 


COOH C CO 
Y ie al 
CH, CH, 
Ketonitrilsaure, 
CogHggNOvg 


C-NO 
jt ag, 
CH, © 

C,yH29: COOH 
CH OC 


V COOH 6 CH, 


NH 


COOH CH CO 
a allie al 
CH, CH, 
Nitrosoverbindung, 
CaHgN2O, 
C-NO 


a 


gee le 

CH, C 
3 | ctl-COOH 

CH C 

VIL GOOH G 





CH, 


COOH CH CO 

ee a ae 
CH, CH, 
Nitrosoverbindung, 


C.4H33N Os 


HOOC 


ih 
C 


HOOC C 





ig 
IX Cs 


COOH 
ie 
CH, COOH 


Biloidansaure,') 
CogH320;0 


COOH CH 


k 


Beschreibung der Versuche. 


Au l. 


Die Isolierung der Nadeln (Schmelzp. 226°) vollzog 


sich in folgender Weise. Das Filtrat vom Schwefelkupfer?) wurde, 


1) H. Wieland u. O. Schlichting, Diese Z. 128, 221 (1922). 
2) Diese Z. 200, 46 (1931). 
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wie friher beschrieben, zur Trockne eingedampft, der Rickstand 
durch Erhitzen mit Wasser in krystallinische Form gebracht, 
hierauf abgesaugt und mit wenig heiBem Wasser gewaschen. Das 
Filtrat (ohne Waschwasser oder mit nur einer kleinen Menge 
Waschwasser verdiinnt) wberlieB man bei gewohnlicher ‘l'em- 
peratur 2 Tage lang sich selbst, es schieden sich dabei einheitliche, 
nadelférmige Krystalle aus, die meist zu kugeligen Drusen oder zu 
Bischeln angeordnet waren. Die Krystallisation wurde abgesaugt, 
mit wenig kaltem Wasser gewaschen und fir die vanSlyke- 
Bestimmung?) bei 120° getrocknet. Schmelzp. 226° (unter Zers., 
vorher Sintern). Bei der van Sly ke- Analyse léste man die Substanz 
in 10 cem Eijsessig und iiberlieB sie in der Apparatur 3 Stunden 
20 Minuten sich selbst. Zwischendurch wurde gelegentlich das 
ReaktionsgefaiB etwas geschiittelt, ebenso am SchluB des Versuches 
5 Minuten lang. Die gefundene Zahl bezieht sich auf feuchten 
Stickstoff (nach Abzug des blinden Wertes), fiir die Berechnung 
ist die Formel C,,H3,N,O, zugrunde gelegt; die Stickstoffmenge, 
die aus den beiden Aminogruppen und der salpetrigen Siure 
maximal sich bilden kann, ist mit 100°/, angesetzt. 

0,0852 g Subst.: 8,22 cem N (22,5°, 756,4 mm). 

Ber. N 8,56 ccm Gef. 96,03°/,. 

Fir die Elementaranalyse trocknete man den hygroskopischen 
Stoff im Schhffréhrchen im Vakuum bei 100° wber Phosphor- 
pentoxyd. Der Stickstoff ist aus der van Sly ke- Bestimmung 
berechnet. 

4,410 mg?) Subst.: 9,360 mg CO,, 3,110 mg H,O. — 0,0852 g Subst.: 
4,11 cem N (22,5°, 736,1 mm). 

C,4H3.N20, Ber. C 57,80 H7,68 N 5,62 

Gef. ,, 57,90 » 408 9» 0,40. 

Um auch das andere Umlagerungsprodukt (Schmelzp. 258°) 
in reiner Form nochmals zu analysieren, wurde ein Priparat 
benutzt, das bei einem urspriinglich in anderer Absicht ausgefiihrten 
Versuch resultierte. Man ldéste die oben erwahnte, abgesaugte, 
krystallinische Masse (0,28 g) in 20°/,iger Schwefelsiure (14 cem) 
ohne zu erwaérmen auf und iiberlieB die Lésung 24 Stunden bei 
Raumtemperatur sich selbst. Kine Aufspaltung der Lactam- 
aminosiure oder anderweitige Verainderung findet dabei nicht statt. 


1) Fiir freundliche Unterstiitzung bei den van Slyke-Bestimmungen 
bin ich wieder Herrn Dr. J. Reschke zu Danke verpflichtet. 

2) Die Mikroanalysen verdanke ich dem physiologisch-chemischen Institut 
Leipzig. 
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Die Lésung wurde alkalisch gemacht, hierauf mit Essigsiure wieder 
schwach angesduert (Lackmus) und mit 5°/,iger Kupferacetat- 
losung gefallt. Den Kupferniederschlag behandelte man in der 
iablichen Weise mit Schwefelwasserstoff und dampfte das ungefirbte, 
klare Filtrat vom Schwefelkupfer stark ein. Die Flissigkeit wurde 
bei gewohnlicher Temperatur ein oder zwei Tage sich selbst iiber- 
lassen, wobei sie sehr schéne, wasserhelle, glainzende Krystalle 
(derbe, kurze Prismen bzw. dicke Tafeln) vom Zersetzungsp. 258° 
ausschied. Fir die Analyse wurden die mit Wasser gewaschenen 
Krystalle im Vakuum bei 100° getrocknet. 

4,399 mg Subst.: 9,310 mg CO,, 3,050 mg H,O. — 4,775 mg Subst. : 
0,243 com N (24°, 742 mm). 

C.4Hs,N20, Ber. C 57,80 H7,68  N 5,62 

Gef. ,, 57,74 » Wee » Si, 

Erwiahnt sei noch, daB bei einem Umlagerungsversuch, bei dem 
die Oximinoaminosadure I nicht, wie sonst, 1 Stunde, sondern 
38 Stunden mit der 90°/jigen Schwefelsiure erhitzt wurde, von 
krystallisierten Produkten nur die Nadeln (Schmelzp. 226°) in sehr 
spirlicher Menge erhalten werden konnten. 

Zu Il. Die Bereitung des ,,Oxydationsproduktes“ ist friiher 
angegeben worden.!) Fur die van Slyke-Bestimmungen wurden 
3 Proben verwendet, die aus Wasser umkrystallisiert und bei 120° 
getrocknet waren. Die Proben wurden jedesmal mit 11 cem 20°/piger 
Salzsiure in das Reaktionsgefi8B gebracht. Bei Probe I betrug die 
Versuchsdauer 6 Stunden, bei II 24 Stunden (hin und wieder und 
am Ende Schiitteln). Probe III wurde zunaichst mit 8 ccm Salz- 
siure eingefillt, nach 24 Stunden gab man die letzten 3 ccm Salz- 
siure hinzu. Da keine Gasentwicklung mehr stattfand, wurden 
auBerdem noch 6cem Nitritl6sung hinzugefiigt. Gesamtdauer 
dieses Versuches: reichlich 27 Stunden. Berechnung (C,,H3,N,0,) 
usw. wie bei der Bestimmung auf 58. 93. 

I. 0,0711 g Subst.: 4,70 com N (16,5°, 744,0 mm); ber. 7,06 com N. — 
II. 0,0836 g Subst.: 6,46 ccm N (16,5°, 752,0 mm); ber. 8,21 ccm N. — 
III. 0,0996 g Subst.: 8,31 com N (21,5°, 756,7 mm); ber. 9,95 ccm N. 

Gef. I. 66,57 9/5 II. 78,69 °/, III. 83,52 /,. 

Bei Probe III sind also 67,04°/, der zweiten NH,-Gruppe 
(Siureamidgruppe) in Reaktion getreten. Bei dem Essigsaure- 
versuch der 34. Mitteilung hatte man 58,06°/) N erhalten. Will 
man bei van Slyke-Bestimmungen mit Salzséure die NH,- 


1) Diese Z. 196, 276 (1931); 207, 267 (1932). 
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Gruppen moglichst quantitativ erfassen, so scheint es zweck- 
maBig zu sein, das Einfiillen der salzsauren Lésung der Substanz 
bzw. das Nachspiilen mit Salzsiure langsam, mdglichst gleich- 
méBig auf die ganze Versuchsdauer verteilt vorzunehmen, da bei 
schnellem Einfiillen die Gasentwicklung im Anfang stiirmisch sich 
vollzieht, um spater sehr stark nachzulassen, so daB die salpetrige 
Sdure nicht geniigend Zeit findet, um mit den NH,-Gruppen zu 
reagieren. Dafir spricht der folgende Versuch, der beiliufig an- 
gefiihrt sei. Das eine reaktionsfihige Gruppe enthaltende Amino- 
nitril Cy,H3,N,0,, (VI)1) wurde in Gegenwart von Salzsiure im 
van Slykeschen Apparat untersucht (11 cem 20°/,iger Salzsiure, 
Dauer: 24 Stunden), erhalten wurden 70,10°/, N, wiéhrend man 
friiher in Gegenwart von Essigsiure bei 3stiindiger Versuchsdauer 
92,07°/, gefunden hatte (M. Schenck und H. Kirchhof).?) 

Zu Ill. Die Herstellung der Nitrosoverbindung C,,H3,NO, 
erfolgte nach den friiher gemachten Angaben.*) Der blaue Korper 
lést sich in Salpetersiure (Dichte 1,4) von Raumtemperatur nicht 
ganz leicht (1 g erfordert etwa 25 ccm). LaBt man die Lésung 
wenige Tage stehen, so wird sie entfairbt, d. h. der anfangs blaue, 
spater griine Farbton verschwindet und macht einer Gelbfairbung 
Platz, zu einer Ausscheidung des obgn erwahnten gallertigen 
Produktes kommt es aber nicht, erst auf Zusatz von Wasser wird 
dieses gefallt. Lat man die L6sung eine Woche und linger stehen, 
so treten die nadelférmigen Krystalle der Biloidansiure auf, die 
sich langsam vermehren. Um fiir die Ausscheidung der Biloidan- 
siure moglichst giinstige Bedingungen zu schaffen, verfuhr man 
wie folgt. 

1 g der Nitrosoverbindung wurde mit 20 ccm Salpetersiure 
(Dichte etwa 1,4) zusammengebracht, es trat keine vollstiandige 
Loésung ein, wenn auch der ungeléste Rest nicht bedeutend war. 
Kr ging beim Stehen allmahlich in Lésung, gleichzeitig aber kam 
es zu der voriibergehenden Ausscheidung des farblosen, gallertigen 
Stoffes. Nach 21/, Tagen (vom Beginn des Versuchs an gerechnet) 
war fast alles wieder in Lésung gegangen und die Flissigkeit zeigte 
keinen blauen oder griinen Farbton mehr. Durch Filtrieren klarte 
man sie vollends; nach weiteren 14 Stunden zeigten sich in der 
Lésung die ersten Krystallnadeln, deren Vermehrung allmahlich 


1) Diese Z. 205, 76 (1932). 
2) Diese Z. 189, 94 (1930). 
3) Diese Z. 176, 194 (1928). 
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erfolgte. Nach insgesamt 14tégiger Dauer des Versuchs wurde 
die Krystallisation abgesaugt, ohne nachzuwaschen, auf Ton ab- 
gepreBt und aus Wasser umkrystallisiert: es resultierten in mehr 
oder weniger gut ausgebildeter Form eigentiimlich rundlich-drei- 
eckige Gebilde, die sofort an Biloidansiéiure erinnerten, sich als 
stickstofffrei erwiesen, bei 226—228° unter Zersetzung schmolzen 
und, mit notorischer Biloidansiure (Schmelzp. 226—228°) gemischt, 
keine Schmelzpunktsdepression zeigten. Fir die Analyse wurde 
das Material im Vakuum bei 100° getrocknet. 

4,285 mg Subst.: 8,510 mg CO,, 2,570 mg H,O. — 4,013 mg Subst.: 
7,970 mg CO,, 2,410 mg H,O. 

CypHo.0,0 Ber. C 54,08 H 6,61 
Gef. ,, 54,18, 54,18 », 6,71, 6,72. 

Kin kleiner Teil des Stoffes wurde aus 30°/,iger Essigséure 
umkrystallisiert: Nadeln bzw. Prismen (Schmelzp. 229—230°), wie 
sie auch beim Umkrystallisieren notorischer Biloidansiure aus 
diesem Loésungsmittel erhalten werden. Die Ausbeute an einmal 
aus Wasser umkrystallisiertem Material betrug etwa 11—15°/,) der 
eingesetzten Nitrosoverbindung, entsprach also den Zahlen, die 
auch fiir die Bildung von Biloidansiure aus Bilianséiure gelten.') 
Das Filtrat der nach 14tagiger Versuchsdauer abgesaugten Kry- 
stallisation schied beim weiteren Stehen noch kleine Mengen der 
nadelf6rmigen Substanz aus, sie sind bei der Ausbeuteberechnung 
nicht mit beriicksichtigt. — Beim Ubergang der Nitrosoverbindung 
VII in Biloidanséiure miissen, ebenso wie bei der Entstehung dieser 
Siiure aus Bilianséiure, 2 Kohlenstoffatome als Kohlendioxyd ab- 
gespalten werden. Auffallend war bei dem geschilderten Versuch 
die sehr geringe Gasentwicklung, es mag dies damit zusammen- 
hiingen, daB die Bildung der Biloidansiure auBerordentlich langsam 
erfolgt. 


1) Diese Z. 110, 170 (1920). 





